
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　下記図：
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【表２】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
に示されるアミノ酸配列を有するＬ－セレクチンリガンドの部分に対して免疫反応性の抗
体。
【請求項２】
　アミノ酸配列ＫＥＰＳＩＦＲＥＥＬＩＳＫＤに対して免疫反応性である、請求項１に記
載の抗体。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
発明の分野
本発明は内皮性セレクチンリガンドに関する。さらに本発明はこれらのリガンドをコード
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している核酸、およびそれらを製造するための方法および手段に関する。
【０００２】
背景および関連技術の説明
リンパ球は、正常組織の炎症ならびに例えば慢性関節リウマチおよび他の自己免疫疾患に
おいて発生する病理学的な組織損傷の媒介物質である。免疫系の抗原性の各種機能を十分
に活用するために、脊椎動物は場所の異なる生物の領域へ多様な抗原特異性を有するリン
パ球を分配させるための機構を進化させてきた〔 Butcher, E. C., Curr. Top. Micro. Im
munol. 128, 85 (1986)；  Gallatinら , Cell 44, 673 (1986)；  Woodruffら , Immunol. T
oday 10, 23 (1989)；  Yednockら ,Adv. Immunol. 44. 313 (1989)〕。
【０００３】
この機構には、細胞が最も高い移動性を有する血液と、隔離されて加工された抗原とリン
パ球が出会うリンパ系器官の間のリンパ球の連続的な再循環が含まれる。
【０００４】
血液から第二のリンパ系器官、例えばリンパ節（ＬＮ）および腸関連のバイヤー斑（ＰＰ
）へのリンパ球の交通は、高内皮細静脈（ＨＥＶ）の分化された内皮細胞との接着性相互
作用により開始されることは以前から認められていた〔 Bergら , Immunol. Rev. 108, 5 (
1989)；  Duijvestijnおよび Hamann, Immunol. Today 10, 23 (1989)；  Woodruffら , Annu
. Rev. Immunol. 5, 201 (1987)；  Yednockおよび Rosen, Adv. Immunol.44, 313 (1989)
；  Stoolman, Cell 56, 907 (1989)〕。リンパ球のりンパ系器官－選択的な移動または「
回帰（ homing）」の大きな部分がＨＥＶに対するリンパ球の器官－特異的な結合により指
図されていることは、多くの証拠により示されている〔 Butcher(1986), 上記〕。作用上
、ＨＥＶとの器官－選択的相互作用の基礎となっているリンパ球－関連分子は「回帰レセ
プター」と称され、一方で同種の内皮分子は「ＨＥＶリガンド」として知られている〔 Ga
llatinら (1986), 上記； Rosen, Curr. Opin. Cell. Biol. 1, 913 (1989)〕。内皮性ＨＥ
Ｖリガンドは異なるリンパ系器官に対して特徴的であると仮定されており、これらは各ク
ラスのリンパ系器官に入るリンパ球数の調節を担っていることが提唱されている〔 Butche
r, Am. J. Pathol. 136, 3 (1990)〕。リンパ球交通の基礎となっている詳細な分子機構
の特徴付けは科学的および臨床的な見地の両方から興味あるものであるが、これは正常お
よび病原性の両形態の白血球炎症において同様の接着性の過程が関与しているかもしれな
いからである〔 Watsonら , Nature 349, 164-167 (1991)〕。
【０００５】
回帰レセプターの中で、最も詳細に研究されているものは末梢リンパ節回帰レセプター（
pnＨＲ）と最初に称されたレセプターである。このレセプターは、ネズミの系においてＭ
ＥＬ－１４モノクローナル抗体（ mAb）すなわち約９０ kDの白血球表面抗原（ gp９０ M E Lと
称される）を認識することが見いだされた抗体により最初に定義された〔 Gallatinら , Na
ture 303, 30 (1983)〕。この抗体は、Ｓ tamper-Woodruffインビトロ接着試験において末
梢および腸間膜リンパ節のＨＥＶに対するリンパ球の接着をブロックすることおよびイン
ビボでリンパ節への移動を妨げることが見いだされた。 gp９０ M E Lに対する回帰機能は、
界面活性剤により可溶化された可溶性の組換え型のレセプターがＬＮ上のリンパ球に対す
る接着部位を選択的にブロックすることができるがＰＰＨＥＶ上の接着部位をブロックす
る事ができないという発見により明確に示された〔 Geoffroyおよび Rosen, J. Cell. Biol
. 109, 2463 (1989)〕。
【０００６】
ネズミおよびヒト gg９０ M E LレセプターをコードしているｃＤＮＡの分子クローニングに
より、細胞外アミノ末端にカルシウム－型（Ｃ－型）レクチンドメインを有し、続いてＥ
ＧＦモチーフ、補体結合活性を有するタンパク質において見いだされるモチーフに関連し
た２つの補体調節モチーフ、トランスメンブラン・ドメインおよび短い細胞質ゾルの尾部
を有するトランスメンブランタンパク質が明らかになった〔 Laskyら , Cell 56, 1045 (19
89)；  Siegelmanら , Science (Wash., D. C.)243, 1165 (1989)；  Siegelmanら , Proc. N
at1. Acad. Sci. USA 86, 5562 (1989)；  Tedderら , J. Exp. Med. 170 (1) 123 (1989)
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；  Tedderら , J. Immunol. 144, 532 (1989)；  Bowenら , J. Cell Biol. 109, 421 (1989
)；  Cameriniら , Nature 342 (6245), 78 (1989)；共に出願中の出願番号 315,015(1989年
2月 23日提出 )；  WO 91/08298(1991年 6月 13日発行 )〕。
【０００７】
他の研究者らは好中球接着に関係する別の分子を同定した。内皮性白血球接着分子ＥＬＡ
Ｍ－１と称されるこの分子は誘導性接着分子であり、その役割は炎症部位に隣接する細静
脈内皮細胞への好中球の接着を媒介することであろうと提案された〔 Bevilacquaら , Proc
. Nat1. Acad. Sci. USA84, 9238 (1989)；  Hessionら , Proc. Nat1. Acad. Sci. USA87 
(5), 1673 (1990)〕。
【０００８】
血小板のアルファ穎粒に含まれるタンパク質の研究により、さらに穎粒膜タンパク質－１
４０（ＧＭＰ－１４０）、血小板活性化依存性穎粒外膜タンパク質（ＰＡＤＧＥＭ）また
はＣＤ６２と様々に称される接着分子の発見が導かれた〔 McEverら , J. Biol. Celm, 259
, 9799 (1984)；  Bonfantiら , Blood73, 1109 (1989)；  Hattoriら , J. Biol. Chem. 264
 (14), 7768 (1989)〕。このレセプターをコードしているｃＤＮＡ配列は Johnstonら〔 Ce
1156,1033(1989)〕により決定された。
【０００９】
アミノ酸配列の比較により、これらの３つの接着分子は非常に極だった注目に値する様式
で関連していることが明らかになった。これらの共通のモザイク構造はカルシウム依存性
レクチンまたは炭水化物－結合モチーフ、上皮増殖因子様（ＥＧＦ）モチーフ、および変
動数の補体調節（ＣＲ）モチーフからなる。これらのモチーフを順に結合することにより
、ＬＥＣ－ＣＡＭ〔レクチンＥ gf補体調節－細胞接着分子（ Lectin Egf Complement regu
latory-Cell Adhesion Molecule）〕という名称が白血球内皮細胞接着分子のこの新しい
ファミリーに対して与えられている〔 Stoolman, Cell 56:907 (1989)〕。また、このファ
ミリーに対して「セレクチン」という名称が適用されている〔 Bevilacquaら , Science 24
3:1160 (1989)；  Gengら , Nature 343:757 (1990)〕。
【００１０】
細胞接着分子のＬＥＣ－ＣＡＭまたはセレクチンのファミリーの３つの構成員は：Ｌ－セ
レクチン〔末梢リンパ節回帰レセプター（ pnＨＲ）、ＬＥＣ－ＣＡＭ－１、ＬＡＭ－１、
gp９０ M E L、 gp１００ M E L、 gp１１０ M E L、ＭＥＬ－１４抗原、 Leu－８抗原、ＴＯ－１抗原
、ＤＲＥＧ抗原としても知られる〕、Ｅ－セレクチン（ＬＥＣ－ＣＡＭ -２、ＬＥＣＡＭ
－２、ＥＬＡＭ－１）およびＰ－セレクチン（ＬＥＣ－ＣＡＭ -３、ＬＥＣＡＭ－３、Ｇ
ＭＰ－１４０、ＰＡＤＧＥＭ）である。これらのレセプターを以下において「セレクチン
」と称する。セレクチンファミリー構成員およびそれらをコードしている遺伝子の構造は
図１および２にそれぞれ示す。単純な単糖、例えばマンノース－６－ホスフェート（Ｍ６
Ｐ）およびフルクトース－１－ホスフェートがネズミおよびヒトリンパ球の末梢リンパ節
（ pln）ＨＥＶとの相互作用をブロックし得るという発見〔 Stoolmanら , J. Cell Biol. 9
6, 722 (1983)；  Stoolmanら , J. Cell Biol. 99, 1535 (1984)；  Stoolmanら , Blood 70
, 1842 (1987)〕により、Ｌ－セレクチンにより認識される内皮性リガンドが炭水化物を
基本とするものであることが示された。一連の実験において、 Rosenらは plnＨＥＶに対す
るリンパ球の回帰レセプター依存性結合が広スペクトルのシアリダーゼによるインビトロ
またはインビボ処理のどちらかにより完全に破壊されることを示した〔 Rosenら , Science
( Wash., D.C.) 228、  1005 (1985)；  Rosenら , J.Immunol. 142, 1895 (1989)〕。この
酵素はオリゴ糖から末端シアル酸残基を選択的に除去するから、これらの結果はシアル酸
が認識に対する重要な成分であることを強く示唆した。
【００１１】
続いてＬ－セレクチンにより認識される内皮性分子の性質が、ヒトＩｇＧ１重鎖のヒンジ
、ＣＨ２およびＣＨ３領域に結合させたＬ－セレクチンの細胞外ドメインからなる独特の
組換えキメラを用いて精査された〔キメラについては W0 91/08298（１９９１年６月１３
日発行）およびリンパ節高内皮細静脈の接着性リガンドに対するプローブとしてのその使
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用については Watsonら , J. Cell Biol. 110, 2221 (1990)を参照〕。このいわゆるレセプ
ター－免疫グロブリンキメラを用いた最初の実験により、このキメラが末梢および腸間膜
リンパ節－特異的ＨＥＶリガンドに接着し得ることが細胞ブロックおよび免疫組織化学の
実験において示された〔 Watsonら (1990), 上記〕。このＨＥＶリガンドの免疫組織化学的
な認識はシアリダーゼによるリンパ節切片の処理により完全に破壊され、これにより、Ｌ
－セレクチンにより認識される炭水化物の構成成分はシアル酸様のものであることが示さ
れ、さらにＬ－セレクチン介在性接着におけるレクチンドメインの重要性が強調された〔
Rosenら , Science (Wash. D. C.) 228, 1005-1007 (1985)；  Rosenら (1989), 上記および
Trueら , J. Cell Biol. 11, 2757-2764 (1990)〕。これらの結果により、Ｌ－セレクチン
－免疫グロブリンキメラの plnＨＥＶリガンドに対する特異性が示され、このリガンドが
回帰レセプター－介在性細胞接着に必須の炭水化物残基を表わすことが確かめられた。
【００１２】
最近の一連の文献により、Ｅ－セレクチンリガンドも炭水化物の特性を有することが確認
された。広範囲の研究方法を採用しているいくつかの実験室で、Ｅ－セレクチンリガンド
はシアリル Lewisx（ sＬ ex）として知られている炭水化物またはＣＤ６５もしくはＶＩＭ
－２〔 NeuAca２ -３ Galb１ -４（ Fuca１ -３） GlcNAcb１〕として知られている密接に関連し
た構造であることが結論付けられた。 Loweら〔 Cell 63, 475(1990)〕は非骨髄細胞を a１ ,
３ /４フコシルトランスフェラーーゼでトランスフェクションしてＥ－セレクチンに対す
るリガンド活性を生じさせたが、これは Slex決定基の発現と相関していた。 Goeltzら〔 Ce
ll 63 (6), 1349 (1990)〕は、骨髄細胞中の実際のＥＬＡＭ－１リガンド合成に関与して
いると思われる a１ ,３フコシルトランスフェラーゼを同定しクローン化した。より直接的
な研究方法を用いて、 Phillipsら〔 Science 250(4984), 1130 (1990)〕および Walzら〔 Sc
ience 250(4984), 1132 (1990)〕は Slex－含有糖コンジュゲートまたは Slexに対する抗体
のどちらかによるＥ－セレクチン依存性接着の阻害を示すことができた。リガンド活性に
おけるシアル酸およびフコース部分両方の重要な関与がこれらの実験において示された。
最終的に Tiemeyerら〔 Proc. Nat1. Acad. Sci. USA (1991)〕は、固相アッセイにおいて
Ｅ－セレクチンによりトランスフェクションした細胞に対してリガンド活性を有するいく
つかの骨髄－由来の糖脂質を精製した。精製されたＥ－セレクチン結合糖脂質の質量分光
分析により、活性に必要な最小構造はＮ－アセチルグルコサミン上に a１ ,３－結合したフ
コースを含有している第二の内部Ｎ－アセチルラクトサミン単位を有するシリル化ラクト
サミン（ＣＤ６５）であることが明らかになった。 Slex決定基の場合と同様に、シアル酸
およびフコースの両方が推定リガンドの結合活性に対して必須であった。
【００１３】
また、Ｐ－セレクチンに対するリガンドの同定においても進展があった。 Larsenら〔 Cell
 63, 467 (1990)〕は、骨髄細胞上のＰ－セレクチンリガンドの重要な成分として Lex決定
基〔 Galb１ -４（ a１－３ Fuc） GlcNAc〕を示唆している。しかし、シアル酸も完全なリガ
ンド活性に対して、おそらく a２ ,３結合において必要とされる〔 Corralら , Biochem. Bio
phys. Res. Commun. 172, 1349 (1990)；  Mooreら , J. Cell Bio1. 112, 491 (1991)〕。
Ｐ－セレクチンに対するリガンドはＥ－セレクチンに対するリガンドと同じであるかまた
は非常に似ている可能性があるが、これは特に両セレクチンが非常に似た範囲の細胞種に
結合するからである〔 Poneyら , Proc. Nat1. Acad. Sci. USA 88, 6224 (1991)〕。
【００１４】
セレクチン構造における著しい相同性ならびに既に示されたリガンドにおける類似性によ
り、これらリガンドは関連しているが微妙に異なる構造を有するものと示唆される。
【００１５】
本発明の目的は、セレクチンリガンドを精製するための方法を提供することである。
【００１６】
本発明の別の目的は、精製されたセレクチン、特にＬ－セレクチンのリガンドを提供する
ことである。
【００１７】
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本発明のさらに別の目的は、セレクチン糖タンパク質リガンドをコードしている核酸配列
を提供することである。
【００１８】
他の目的は、セレクチンリガンドのアミノ酸配列を決定すること、およびこれらリガンド
上の（Ｏ－およびＮ－結合性）グリコシル化部位を同定することである。さらに他の目的
は、天然には見られないセレクチンリガンドのアミノ酸配列および／またはグリコシル化
変異体の製造を可能にすることである。
【００１９】
さらに別の態様において本発明は、炭水化物を基本とするセレクチンリガンドの決定基に
類似したセレクチン阻害物質を設計する方法を提供する。
【００２０】
本発明のこれらおよび他の目的は当業者には明らかであろう。
【００２１】
発明の要旨
ＨＥＶ－関連リガンドについての本発明者らの最初の分析は、ＨＥＶ代謝の独特の態様を
利用するものであった。 Andrewsらによる初期の研究〔 J. Cell Sci. 57, 277 (1982)〕に
より、本来の位置のＨＥＶは大量の無機スルフェートを高分子中に取り込むという点にお
いて特徴的であることが示された。ゆえに、本発明者らは器官培養において 3 5Ｓ－硫酸塩
でラベルされたリンパ節から無機硫酸塩－ラベル化物質を沈殿させるＬ－セレクチン－Ｉ
ｇＧキメラの能力を分析した。顕著な５０ kD成分および比較的弱い９０ kD分子（ SgP5 0お
よびＳ gp9 0）がリンパ節から沈殿したが、これらは試験した他のどの器官においても存在
しなかった。Ｌ－セレクチン－ＩｇＧキメラを用いたこれらの成分の沈殿はカルシウム－
依存性であり、ＭＥＬ－１４　 mAbおよび特異的な炭水化物の両方に感受性であることが
示された。この反応は、硫酸塩一ラベル化タンパク質のシアリダーゼによる処理または炭
水化物ポリマーであるフコイジンを反応中に含めることにより完全に阻害することができ
た。最終的に、 plnＨＥＶのいわゆる「血管性アドレシンス（ addressins）」と選択的に
反応してリンパ球に対する接着をブロックするＭＥＣＡ－７９と称するモノクローナル抗
体が両成分を沈殿させた。予備的な生化学的分析により、～５０ kDおよび～９０ kDのＬ－
セレクチンリガンドはトリプシン－感受性の糖タンパク質であり、主にＯ－結合性の鎖を
含んでいることが明らかになった〔 Imaiら , J. Cell Bio1. 113, 1213(1991)を参照〕。
Ｏ－結合性鎖の発見は、Ｏ－結合性領域が細胞表面糖タンパク質を非常に拡張された堅い
構造にし〔 Jentoftら , Trends in Biochem Sci. 15, 291 (1990）〕、従って認識機能を
発揮するためにそれを理想的に配置することが明らかであるので重要である。フコース、
硫酸塩およびシアル酸がこれらの分子のＯ－結合性鎖において見られ、フコースはシアル
酸と同様に完全なリガンド活性にとって必要であると考えられている。
【００２２】
Ｌ－セレクチンにより認識される内皮性リガンドの性質をさらに特徴付けるために、本発
明者らは硫酸化した～５０ kDＨＥＶ糖タンパク質をＬ－セレクチン－ＩｇＧキメラを用い
てアフィニティー精製するという新規な研究方法を採用した。精製した糖タンパク質をＮ
末端アミノ酸配列決定法に供し、この配列情報を利用してこのＬ－セレクチンリガンドの
タンパク質成分をコードしているｃＤＮＡをクローン化した。このｃＤＮＡは、Ｌ－セレ
クチンのレクチンドメインに炭水化物を提供する足場として機能するらしいＯ－結合に富
む（ムチン様）新規な糖タンパク質をコードすることが見いだされた。実験の詳細ならび
にこの発見およびその説明は実施例中に提供する。
【００２３】
本発明は、セレクチンリガンドをコードしているヌクレオチド配列を含む単離された核酸
分子に関する。
【００２４】
好ましくは、該核酸分子は図４に示すアミノ酸配列を有するタンパク質をコードしている
ヌクレオチド配列の相補体にハイブリダイズし得るヌクレオチド配列からなる。

10

20

30

40

50

(7) JP 3691467 B2 2005.9.7



【００２５】
別の態様において、該核酸分子は図４に示すアミノ酸配列と約４０％より大きい相同性を
有するアミノ酸配列を有するセレクチンリガンドタンパク質をコードしているヌクレオチ
ド配列からなる。
【００２６】
さらに別の態様において、該核酸分子は以下の（ａ）～（ｃ）からなる群がら選択される
：
（ａ）天然のセレクチンリガンド遺伝子のコード化領域由来のヌクレオチド配列を有して
いるｃＤＮＡクローン；
（ｂ）（ａ）のクローンに低ストリンジェンシー条件下でハイブリダイズし得るＤＮＡ配
列；および
（ｃ）セレクチン分子の天然に存在するリガンドの生物学的性質を有する糖タンパク質を
コードする（ａ）および（ｂ）の任意のＤＮＡ配列の遺伝的変異体。
【００２７】
さらに本発明の核酸分子は免疫グロブリン定常ドメインをコードしているヌクレオチド配
列を含んでいてよい。
【００２８】
別の態様において本発明は、発現媒体であって、該媒体で形質転換された宿主細胞により
認識される制御配列に機能的に結合されたセレクチンリガンド、好ましくはＬ－セレクチ
ンリガンドをコードしているヌクレオチド配列を含む発現媒体に関する。
【００２９】
また別の態様において、本発明は上記の発現媒体で形質転換された宿主細胞および該形質
転換宿主細胞を培養してセレクチンリガンドを発現させる方法に関する。
【００３０】
さらに別の態様において、本発明はセレクチン分子の天然に存在するリガンドの生物学的
性質を有するアミノ酸配列を含む単離されたポリペプチドに関する。該ポリペプチドは内
皮細胞表面糖タンパク質の細胞外領域を含んでいてよい。別の態様において、該ポリペプ
チドはＳ gp５０またはＳ gp９０である。
【００３１】
本発明のポリペプチドは、好ましくはセレクチン－結合部分をそのレセプターに供するこ
とが可能な立体構造を有するアミノ酸配列を含む。
【００３２】
特定の態様において、前述のポリペプチドは図４に示すアミノ酸配列を有するタンパク質
をコードしているヌクレオチド配列の相補体にハイブリダイズし得る核酸によりコードさ
れるアミノ酸配列を含む。
【００３３】
さらに特定の態様において、上記のポリペプチドは同じ動物種の天然に存在する他のタン
パク質を実質的に含まない天然のセレクチンリガンドである。
【００３４】
さらに別の態様において、本発明は上に定義したポリペプチドであって、さらに免疫グロ
ブリン定常ドメイン配列を含むポリペプチドに関する。
【００３５】
他の態様において本発明は、上に定義したポリペプチド（糖タンパク質セレクチンリガン
ド）を、対応するセレクチンレセプターのその天然リガンドに対する結合を有効にブロッ
クする量で非毒性の薬学的に許容し得る賦形剤と共に含む組成物に関する。
【００３６】
別の態様において、本発明は循環白血球の内皮細胞への過剰な結合と関連した徴候または
症状を治療する方法であって、そのような治療を必要とする患者に、循環白血球上のＬ－
セレクチンレセプターのその内皮リガンドに対する結合をブロックするに有効な量で上に
定義したポリペプチドを投与することからなる方法に関する。
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【００３７】
また別の態様において、本発明はセレクチンリガンドのタンパク質部分に対して免疫反応
性の抗体に関する。好ましい抗体は各々のセレクチンリガンドと結合するが、他の任意の
既知のリガンドとは実質的に交差－反応せず、セレクチンリガンドのそのレセプターに対
する結合を妨げるであろう。抗－セレクチンリガンド抗体は固定化することができ、この
形態では、例えば本発明のセレクチンリガンドの検出または精製に有用である。
【００３８】
さらに別の態様において、本発明は以下の方法からなるセレクチンリガンドの存在を測定
するための方法に関する：
ａ）セレクチンリガンドをコードしている核酸または該核酸の相補鎖を核酸の試験サンプ
ルにハイブリダイズさせるか；または
ｂ）セレクチンリガンドをコードしている核酸に基づくプライマーを用いてポリメラーゼ
連鎖反応を行い；そして
ｃ）セレクチンリガンドの存在を測定する。
【００３９】
さらに別の態様において、本発明はセレクチンリガンドを精製するための方法であって、
対応するセレクチンおよび免疫グロブリン重鎖配列を含むキメラに該リガンドを吸収させ
ることからなる方法を提供する。
【００４０】
さらに本発明はセレクチン－結合部分を対応するセレクチンに供する方法であって、セレ
クチンリガンド糖タンパク質のタンパク質コアに該部分を結合させることによる方法に関
する。
【００４１】
Ｉ．定義
「セレクチンリガンド」の用語およびその文法的な変化形は、セレクチン分子の天然に存
在するリガンドと共通する質的な生物学的性質を有するポリペプチドを指すのに用いる。
【００４２】
本明細書中の「生物学的性質」は、セレクチン分子の天然に存在するリガンドまたはその
任意の結果物により直接または間接的に発揮されるインビボでのエフェクターまたは抗原
性の機能または活性を意味する。エフェクター機能にはレセプター結合、あらゆる酵素活
性または酵素変調活性、あらゆる担体結合活性、あらゆるホルモン活性、細胞外マトリッ
クスまたは細胞表面分子への細胞の接着を促進または阻害するあらゆる活性、またはあら
ゆる構造的な役割が含まれる。抗原性の機能とはセレクチン分子の天然に存在するリガン
ドに対して生成させた抗体と交差反応し得るエピトープまたは抗原性部位の保持を本質的
に意味する。
【００４３】
「生物学的に活性な」セレクチンリガンドはセレクチン分子の天然に存在するリガンドの
エフェクター機能を共有し、これはさらに抗原性機能を有することもあるがその必要はな
い。
【００４４】
本発明の目的のために定義したセレクチンリガンドは、好ましくはセレクチンに結合する
質的な能力を有し、セレクチンのレクチンドメインにその炭水化物を供することができる
Ｏ－結合に富むムチン型の棒状の構造を有する配列を含む。
【００４５】
さらに好ましい態様において、セレクチンリガンドは図４に示すアミノ酸配列を有するタ
ンパク質をコードしているヌクレオチド配列の相補鎖と（低ストリンジェンシー条件下で
）ハイブリダイズし得るヌクレオチド配列によりコードされるアミノ酸配列を含む。
【００４６】
セレクチンリガンドのタンパク質コアのアミノ酸配列は、図４に示すアミノ酸配列と好ま
しくは約４０％相同より大きく、より好ましくは約６０％相同より大きく、さらに好まし
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くは約７０％相同より大きく、またさらに好ましくは約８０％相同より大きく、そして最
も好ましくは少なくとも約９０％相同である。
【００４７】
「相同」とは、配列を整列させて必要なら最大パーセントの相同を得るために間隙を導入
した後に図４に示すアミノ酸配列中の残基と同一の候補アミノ酸配列中の残基の百分率と
定義される。
【００４８】
「セレクチンリガンド」の用語は、セレクチン分子の天然に存在するリガンドが保持する
生物学的性質を質的に保有し、かつ好ましくはそれらのレセプターに結合する質的な能力
を有するならば、天然のセレクチンリガンドのアミノ酸およびグリコシル化変異体ならび
にその誘導体、例えば共有結合修飾により得られる誘導体を特に包含する。
【００４９】
該用語は、安定な血漿タンパク質に融合させたセレクチンの天然に存在するリガンドと共
通した生物学的性質を有するアミノ酸配列を含む糖タンパク質を特に包含する。
【００５０】
「安定な血漿タンパク質」とは通常は約３０から約２０００残基を有するタンパク質であ
り、その天然の環境において循環中の長い半減期、すなわち約２０時間より大きな半減期
を示すタンパク質である。適当かつ安定な血漿タンパク質の例として免疫グロブリン、ア
ルブミン、リポタンパク質、アポリポタンパク質およびトランスフェリンが挙げられる。
天然に存在するセレクチンリガンドと共通する質的な生物学活性を有するアミノ酸配列は
、通常Ｃ末端で安定な血漿タンパク質配列、例えば免疫グロブリン定常ドメイン配列に融
合される。
【００５１】
「免疫グロブリン」の用語は通常軽鎖または重鎖を含むポリペプチドであって両方が通常
は天然の“Ｙ”配置にジスルフィド結合されたものを示すが、それらの間の他の結合（そ
れらの四量体または集合体を含む）は本発明の範囲内にある。
【００５２】
免疫グロブリン（Ｉｇ）およびその特定の変異体は既知であり、多くは組換え細胞培養に
おいて製造されている。例えば、米国特許 4, 745, 055； EP256, 654；  Faulknerら , Natu
re 298: 286 (1982)；  EP 120, 694；  EP 125, 023；  Morrison, J. Immun. 123: 793 (1
979)；  Kohlerら , Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 77:2197 (1980)；  Rasoら , Cancer Res
. 41:2073 (1981):Morrisonら , Ann. Rev. Immunl.2:239 (1984)；  Morrison, Science 2
29:1202 (1985)； Morrisonら , Proc. Nat'l.Acad. Sci. USA81:6851 (1984)；  EP 255, 6
94；  EP 266, 663；および W088/03559を参照。また、再分類された免疫グロブリン鎖が知
られている。例えば、米国特許 4, 444, 878；  W0 88/03565；  および EP 68, 763およびそ
れらの中で引用されている文献を参照。リガンド結合タンパク質－安定な血漿タンパク質
キメラおよび特にＬ－セレクチン－免疫グロブリンキメラは、例えば W0 91/08298（１９
９１年６月１３日発行）中に開示されている。本発明のキメラにおける免疫グロブリン部
分はＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３またはＩｇＧ４サブタイプ、ＩｇＡ、ＩｇＥ、ＩｇＤ
またはＩｇＭから得ることができるが、ＩｇＧ１またはＩｇＧ３が好ましい。
【００５３】
セレクチン、例えばＬ－セレクチンの結合は、 Imaiら〔 J. Cell Biol. 113, 1213 (1991)
〕により本質的に開示されているように、例えば放射ラベル化（例えば 3 5Ｓ－ラベル化）
リガンドの固定化レセプター－免疫グロブリンキメラに対する結合を可溶性の阻害物質の
存在または不在下で測定することによりアッセイすることができる。別法としてまたはさ
らに、各々のレセプターを発現している細胞に対する接着を用いてリガンドの結合をアッ
セイすることができる。例えば、ＥＬ－４細胞（ＡＴＣＣ　ＴＩＢ３９）はその表面に高
レベルのＬ－セレクチンを発現することが知られており、ゆえにＬ－セレクチンリガンド
に対する細胞接着アッセイにおいて用いることができる。接着細胞は乳酸デヒドロゲナー
ゼ活性により定量することができる〔 Bradleyら , J, Cell. Biol. 105, 991 (1987)〕。
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【００５４】
「…をコードしている核酸分子」、「…をコードしているＤＮＡ配列」および「…をコー
ドしているＤＮＡ」の用語は、デオキシリボ核酸の鎖に沿ったデオキシリボヌクオチドの
順序または配列を示す。これらのデオキシリボヌクオチドの順序によりポリペプチド鎖に
沿ったアミノ酸の順序が決定される。このようにしてＤＮＡ配列はアミノ酸配列をコード
する。
【００５５】
核酸またはタンパク質と関連して用いる「単離された」という用語は、その天然の供給源
において通常伴なわれる少なくとも１つの汚染性核酸またはタンパク質から同定および分
離された核酸またはタンパク質を指す。単離された核酸またはタンパク質は天然に見られ
るものとは異なる形または配置で存在する。しかし、セレクチンリガンドをコードしてい
る単離された核酸には、核酸が天然細胞の染色体位置とは異なる位置にあるか、またはそ
の他では天然に見られるＤＮＡ配列とは異なる配列と境界を接しているセレクチンリガン
ドを通常発現している細胞中の核酸が含まれる。
【００５６】
「低ストリンジェンシー条件」は、２０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ（１５０ mM　ＮａＣ
ｌ、１５ mMクエン酸三ナトリウム）、５０ mMリン酸ナトリウム（ pH７．６）、５× Denhar
dt溶液、１０％硫酸デキストラン、および２０μ g/mlの変性勇断サケ精子ＤＮＡからなる
溶液中、３７℃で一晩のインキュベーションとその後の１×ＳＳＣ中、約５０℃でのフィ
ルターの洗浄をいう。
【００５７】
核酸は、別の核酸配列と機能的な関係になるよう配置されているとき「機能的に結合」さ
れている。例えば、プレ配列または分泌リーダーのためのＤＮＡは、もしそれがポリペプ
チドの分泌に関係するプレタンパク質として発現されるならポリペプチドをコードしてい
るＤＮＡに機能的に結合されており；プロモーターまたはエンハンサーは、もしそれが配
列の転写に影響を及ぼすならコード化配列に機能的に結合されており；また、リボソーム
結合部位はもしそれが翻訳を容易にするように配置されるならコード化配列に機能的に結
合されている。「機能的に結合」とは、通常、結合されたＤＮＡ配列が隣接しており、分
泌リーダーの場合には隣接しており読み取り相内にあることを意味する。しかし、エンハ
ンサーは隣接している必要はない。結合は都合のよい制限部位での連結により行う。もし
そのような部位が存在しないならば、合成オリゴヌクレオチドアダプターまたはリンカー
を常法に従い用いる。
【００５８】
「複製可能な発現媒体」および「発現媒体」の用語は、通常二本鎖の外来ＤＮＡ片をその
中に挿入することができるＤＮＡ片を示す。外来ＤＮＡは異種ＤＮＡとして定義され、こ
れは宿主細胞中には天然には見られないＤＮＡである。この媒体を用いて外来または異種
ＤＮＡを適当な宿主細胞中に移入する。宿主細胞中で媒体が宿主染色体ＤＮＡとは独立し
て複製することができたなら、媒体およびその挿入された（外来）ＤＮＡのいくつかのコ
ピーを生成することができる。さらに、該媒体は外来ＤＮＡのポリペプチドヘの翻訳を可
能にする必要成分を含む。このようにして、外来ＤＮＡがコードする多くのポリペプチド
分子を迅速に合成することができる。
【００５９】
本発明の文脈において、「細胞」、「セルライン」および「細胞培養物」の表現は交換可
能に用いられ、このような表示の全ては子孫を含む。さらに全ての子孫が意図的または偶
然の突然変異により、ＤＮＡ内容において正確に同一ではないこともあることは理解され
るであろう。元の形質転換細胞においてスクリーニングしたときに同じ機能または生物学
的性質を有する突然変異子孫が包含される。
【００６０】
「形質転換された宿主細胞」および「形質転換された」の用語は細胞へのＤＮＡの導入を
意味する。細胞は「宿主細胞」と称され、原核細胞または真核細胞であってよい。通常の
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原核宿主細胞には E. coliの様々な株が含まれる。通常の真核宿主細胞は哺乳動物、例え
ばチャイニーズハムスター卵巣細胞またはヒト胎児腎臓２９３細胞である。導入されるＤ
ＮＡは通常挿入されたＤＮＡ断片を含有するベクターの形態にある。導入されるＤＮＡ配
列は宿主細胞と同じ種からまたは宿主細胞とは異なる種から得てよく、また、一部の外来
ＤＮＡと一部の同族ＤＮＡを含有しているハイブリッドＤＮＡ配列であってもよい。
【００６１】
「連結」は２つの核酸フラグメントの間にホスホジエステル結合を形成させる過程を意味
する。ＤＮＡフラグメントを共に連結するために、それらの末端は適合性でなければなら
ない。いくつかの場合において、末端はエンドヌクレアーゼ消化の後に直接適合性となる
であろう。しかし、エンドヌクレアーゼ消化の後に通常生成する付着末端を最初に平滑末
端に変換して連結用にそれらを適合性にすることが必要になることもある。平滑末端にす
るために、ＤＮＡを適当な緩衝液中、１５℃で少なくとも１５分間、約１０単位のＤＮＡ
ポリメラーゼＩのクレノウフラグメントまたはＴ４　ＤＮＡポリメラーゼを４つのデオキ
シリボヌクレオチド三リン酸の存在下で用いて処理する。次いで該ＤＮＡをフェノール－
クロロホルム抽出およびエタノール沈殿により精製する。共に連結すべきＤＮＡフラグメ
ントを約等モル量で溶液に入れる。さらに該溶液は、ＡＴＰ、リガーゼ緩衝液、およびＴ
４ＤＮＡリガーゼなどのりガーゼをＤＮＡ０．５μ g当たり約１０単位で含むであろう。
ＤＮＡをベクター中に連結するときには、ベクターをまず適当な制限エンドヌクレアーゼ
を用いて線状にする。次いで線状にされたフラグメントを細菌性アルカリホスファターゼ
または子ウシ腸ホスファターゼで処理して連結工程中の自己一連結を防ぐ。
【００６２】
「アミノ酸」および「複数のアミノ酸」の用語は、天然に存在する全てのＬ－α－アミノ
酸を意味する。この定義はノルロイシン、オルニチン、およびホモシステインを含むこと
を意図している。アミノ酸は一文字または三文字表記のどちらかにより識別される：
Ａｓｐ　Ｄ　アスパラギン酸　　　　Ｉｌｅ　Ｉ　イソロイシン
Ｔｈｒ　Ｔ　トレオニン　　　　　　Ｌｅｕ　Ｌ　ロイシン
Ｓｅｒ　Ｓ　セリン　　　　　　　　Ｔｙｒ　Ｙ　チロシン
Ｇｌｕ　Ｅ　グルタミン酸　　　　　Ｐｈｅ　Ｆ　フェニルアラニン
Ｐｒｏ　Ｐ　プロリン　　　　　　　Ｈｉｓ　Ｈ　ヒスチジン
Ｇｌｙ　Ｇ　グリシン　　　　　　　Ｌｙｓ　Ｋ　リシン
Ａｌａ　Ａ　アラニン　　　　　　　Ａｒｇ　Ｒ　アルギニン
Ｃｙｓ　Ｃ　システイン　　　　　　Ｔｒｐ　Ｗ　トリプトファン
Ｖａｌ　Ｖ　バリン　　　　　　　　Ｇｌｎ　Ｑ　グルタミン
Ｍｅｔ　Ｍ　メチオニン　　　　　　Ａｓｎ　Ｎ　アスパラギン。
【００６３】
これらアミノ酸はその側鎖の化学的組成および性質により分類することができる。これら
は大きくは２つのグループ、荷電および非荷電のグループに分類される。これらのグルー
プの各々はアミノ酸をより正確に分類するためにサブグループに分割される：
Ｉ．荷電アミノ酸
酸性残基：アスパラギン酸、グルタミン酸
塩基性残基：リシン、アルギニン、ヒスチジン
【００６４】
II．非荷電アミノ酸
親水性残基：セリン、トレオニン、アスパラギン、グルタミン
脂肪族残基：グリシン、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン
非極性残基：システイン、メチオニン、プロリン
芳香族残基：フェニルアラニン、チロシン、トリプトファン。
【００６５】
「改変」、「アミノ酸配列の改変」、「変異体」および「アミノ酸配列変異体」は、セレ
クチン、例えばＬ－セレクチンのリガンドの天然の配列と比較したときにそのアミノ酸配
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列においていくらかの相違を有する分子を意味する。通常、変異体は天然のセレクチンリ
ガンドと少なくとも７０％の相同性を有するであろうが、好ましくは少なくとも約８０％
、より好ましくは少なくとも約９０％の天然セレクチンリガンドとの相同性を有するであ
ろう。本発明の範囲内にあるアミノ酸配列変異体は、天然セレクチンリガンドのアミノ酸
配列内の特定の位置に置換、欠失、および／または挿入を有する。置換による変異体は、
天然の配列において少なくとも１個のアミノ酸残基が除去されて同じ位置に異なるアミノ
酸が挿入されたものである。置換は１個（分子中の唯一のアミノ酸が置換される）であっ
てよく、また、多数（同じ分子中で２またはそれ以上のアミノ酸が置換される）であって
もよい。
【００６６】
リガンドの性質における大きな変化は、電荷および／または構造において天然のアミノ酸
とは有意に異なる側鎖を有するアミノ酸と置換することにより得ることができる。この型
の置換はポリペプチドの背骨構造および／または置換領域における分子の電荷または疎水
性に影響を及ぼすことが予想されるであろう。
【００６７】
電荷および／または構造が天然分子と似ている側鎖を有するアミノ酸と置換することによ
り、リガンドの性質の穏やかな変化が予想される。保存的置換と称されるこの型の置換は
、ポリペプチドの背骨構造または置換領域における分子の電荷もしくは疎水性のどちらも
大きく改変されることは予想されないであろう。
【００６８】
挿入変異体は、天然セレクチンリガンド配列中の特定位置のアミノ酸に直接隣接して１ま
たはそれ以上のアミノ酸が挿入された変異体である。アミノ酸に直接隣接してとは、アミ
ノ酸のα－カルボキシまたはα－アミノ官能基のどちらかに結合されることを意味する。
その挿入は１またはそれ以上のアミノ酸であってよい。通常、この挿入は１または２個の
保存的アミノ酸からなるであろう。挿入部位に隣接するアミノ酸に電荷および／または構
造が似ているアミノ酸は保存的であると定義される。また、本発明は挿入部位に隣接する
アミノ酸とは実質的に異なる電荷および／または構造を有するアミノ酸の挿入を包含する
。
【００６９】
欠失変異体は、天然のセレクチンリガンドアミノ酸配列において１またはそれ以上のアミ
ノ酸が除去された変異体である。通常、欠失変異体は１または２個のアミノ酸が分子の特
定の領域において欠失されているであろう。
【００７０】
本発明のセレクチンリガンドのタンパク質コアの必須の役割は、セレクチンレセプターに
より認識される特異的な炭水化物構造を各々のレセプターに対して提供することである。
【００７１】
従って、Ｌ－セレクチンリガンドアミノ酸配列の２つの高度にＯ－グルコシル化された、
セリンおよびトレオニンに富む領域（図４中のアミノ酸４２～６３およびアミノ酸９３～
１２２）内のあらゆる改変は、タンパク質の他の領域における変化よりもリンパ球一高内
皮細静脈相互作用に対して一層有意な効果を有することが予想される。以下に示すように
、高度Ｏ－グルコシル化領域は、セリンおよびトレオニン残基に接着した多数のＯ－結合
性炭水化物リガンドが白血球表面局在化Ｌ－セレクチンのレクチンドメインに対して適切
に提供されるのを可能にし、これにより炭水化物依存性の接着相互作用を媒介する、堅い
剛直な「瓶洗いブラシ」構造を得るのに必須である。これらの領域内の改変は、レセプタ
ー結合活性が対応する天然リガンドのものとは有意に異なるであろう分子を与える結果に
なることが予想される。
【００７２】
本発明の糖タンパク質リガンドには、フコース、シアル酸および陰イオン性成分、好まし
くはＯ－結合性炭水化物成分として硫酸エステルが含まれ、そしてシアル酸と同様にフコ
ースおよび硫酸エステルが完全なリガンド活性のために必要であると考えられる。
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【００７３】
本発明の糖タンパク質リガンドの具体的な炭水化物成分の例は以下のように表記すること
ができる：
NeuNAcα 2-3Galβ 1-4(Fucα 1-3)GlcNAc
NeuNAcA2-3Galβ 1-4GlcNAcB1-3GalB1-4(FucA1-4(FucA1-3)GlcNAc。
【００７４】
「ノーザンブロット分析」は、既知のプローブ、例えばオリゴヌクオチド、ＤＮＡフラグ
メント、ｃＤＮＡまたはそのフラグメント、またはＲＮＡフラグメント等にハイブリダイ
ズするＲＮＡ配列を同定するために用いられる方法である。該プローブは 3 2Ｐなどの放射
性同位元素を用いて、またはビオチン化により、または酵素を用いてラベルする。分析す
べきＲＮＡは、当分野で周知の標準的な方法を用いて〔例えば Sambrookら , Molecular Cl
oning: A Laboratory Manual, New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989
のセクション 7.39～ 7.52に開示されているように〕、通常アガロースまたはポリアクリル
アミドゲル上で電気泳動により分離し、ニトロセルロース、ナイロン、または他の適当な
膜に移し、プローブとハイブリダイズさせる。
【００７５】
「オリゴヌクレオチド」は、既知の方法により〔例えばホスホトリエステル、亜リン酸、
またはホスホルアミダイト化学、 EP 266, 032（１９８８年５月４日発行）に開示されて
いるような固相法を用いて、または Froehlerら , Nucl. Acids Res. 14, 5399 (1986)によ
り開示されているデオキシヌクレオシドＨ－ホスファネート中間体を経て〕、化学的に合
成される短い一本または二本鎖のポリデオキシヌクレオチドである。次いでそれらをポリ
アクリルアミドゲルで精製する。
【００７６】
本明細書中で用いる「ポリメラーゼ連鎖反応」または「ＰＣＲ」の方法は、通常核酸、Ｒ
ＮＡおよび／またはＤＮＡの微量の特定断片を、米国特許番号 4,683,195（１９８７年７
月２８日発行）および Current Protocols in Molecular Biology, Ausubelら編 , Greene 
Publishing Associates and Wiley-Interscience 1991, Volume 2, Chapter15に記載され
ているように増幅させる方法を指す。
【００７７】
「形質転換」は、ＤＮＡが複製可能であるようにＤＮＡを染色体外成分としてまたは染色
体組込みにより生物に導入することを意味する。
【００７８】
「トランスフェクション」は、任意のコード化配列が実際に発現されるか否かを問わず宿
主細胞による発現ベクターの取り込みを意味する。
【００７９】
「処置」、「処置する」の用語およびその文法的な変化形は最も広い意味で用い、ある種
の所望でない徴候または状態を予防および改善することを含む。
【００８０】
「気相微量配列決定」は以下の方法に基づいて行った。精製したタンパク質を、１２０Ａ
　ＰＴＨアミノ酸アナライザーを装着したモデル４７０Ａ　 Applied Biosystems気相シー
クェンサーを用いて自動化エドマン分解により直接配列決定したか、または様々な化学物
質または酵素を用いて消化した後に配列決定した。 Chrom Perfectデータシステム（ Justi
ce Innovations, Palo Alto, CA）を用いてＰＴＨアミノ酸をまとめた。配列の解釈はＶ
ＡＸ　１１／７８５　 Digital Equipment Corporationコンピューターで Henzelら〔 J. Ch
romatography 404, 41 (1987)〕の開示のように行った。いくつかの場合においては、Ｈ
ＰＬＣ分画の一部を５～２０％ＳＤＳポリアクリルアミドゲル上で電気泳動し、ＰＶＤＦ
膜（ ProBlott, ABI, Foster CIty, CA）に電気移動させてクーマシー・ブリリアント・ブ
ルーで染色する〔 Matsudaira, P. J., Biol. Chem.262,10035(1987)〕。特定のタンパク
質をＮ末端配列決定のためにプロットから切り出した。内部タンパク質配列を決定するた
めに、ＨＰＬＣ分画を真空下で乾燥し（ SpeedVac）、適当な緩衝液中に再懸濁し、臭化シ
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アン、リシン－特異的酵素Ｌｙｓ－Ｃ（ Wako Chemicals, Rickmond, VA）またはＡｓｐ－
Ｎ（ Boehringer Mannheim, Indianapolis, Ind.）で消化した。消化後、得られたペプチ
ドを混合物として配列決定するか、または０．１％ TFA中のプロパノール勾配で展開した
Ｃ４カラムのＨＰＬＣにより分離した後に上記のように配列決定する。
【００８１】
本明細書中で用いる「モノクローナル抗体」は実質的に同種の抗体の群がら得られる抗体
を意味する。すなわち少量で存在することがある天然の可能な突然変異体を除いて、群を
構成している個々の抗体が同一である群がら得られる抗体を示す。ゆえに修飾語句「モノ
クローナル」は、別個の抗体の混合物ではないという抗体の特徴を示す。
【００８２】
本発明の範囲内に含まれるモノクローナル抗体は、起源の種または免疫グロブリンのクラ
スもしくはサブクラス名称を問わず、抗－セレクチンリガンド抗体の可変（超可変を含む
）ドメインと定常ドメインのスプライスによって製造されるハイブリッドおよび組換え抗
体（例えば「ヒト化」抗体）を含み（その一方だけがセレクチンリガンドに対して指向性
である）、軽鎖と重鎖または１つの種から得た鎖と別の種から得た鎖のスプライスによる
抗体、または異種タンパク質との融合体、ならびに抗体フラグメント〔例えば、 Fab、 F（
ab'） 2および Fv〕を含む〔 Cabillyら , 米国特許番号 4, 816, 567；  Mage & Lamoyi, Mono
clonal Antibody Production Techniques and Applications中 ,pp.79-97 (Marcel Dekker
, Inc., NewYork, 1987)〕。
【００８３】
従って、修飾語句「モノクローナル」はそのような実質的に同種の抗体の群がら得られる
抗体の特徴を示すものであり、任意の特定方法による抗体の製造を必要とすると解釈すべ
きではない。
【００８４】
II．一般的方法
Ａ．セレクチンリガンドをコードしているＤＮＡの入手
セレクチンリガンドをコードしているＤＮＡは、セレクチンリガンドに対する mＲＮＡを
保持し、かつそれを検出可能なレベルで発現すると考えられる組織から調製される任意の
ｃＤＮＡライブラリーから入手することができる。ゆえにＬ－セレクチンリガンド遺伝子
は、（腸間膜または末梢）リンパ節から調製されたｃＤＮＡライブラリーから得ることが
できる。他のセレクチンリガンドをコードしている遺伝子は他のｃＤＮＡライブラリーか
ら類似の方法で調製することができる。
【００８５】
ライブラリーを、所望の遺伝子またはそれによりコードされるタンパク質を同定するため
に設計されたプローブを用いてスクリーニングする。ｃＤＮＡ発現ライブラリーのための
適当なプローブには、通常、所望のタンパク質を認識して特異的に結合するモノおよびポ
リクローナル抗体；同一または異なる種由来のセレクチンリガンドｃＤＮＡの既知または
推測の部分をコードする長さが約２０～８０塩基のオリゴヌクレオチド；および／または
同一もしくは類似の遺伝子をコードする相補的または相同のｃＤＮＡまたはそれらのフラ
グメントが含まれる。
【００８６】
セレクチンリガンド、例えばＬ－セレクチンリガンドをコードしている遺伝子を単離する
ための別の手段は、 Sambrookら , 上記のセクション１４または Current Protocolsin Mole
cular Biology,上記の Chapter１５中に開示されているようにポリメラーゼ連鎖反応（Ｐ
ＣＲ）法を使用するものである。
【００８７】
また別の方法は、所望のセレクチンリガンドをコードしている遺伝子を Engelsら〔 Agnew.
 Chem. Int. Ed. Engl. 28, 716 (1989)〕が開示している方法のうちの１つを用いて化学
的に合成するものである。これらの方法にはトリエステル、亜リン酸エステル、ホスホル
アミダイトおよびＨ－ホスホネート法、ＰＣＲおよび他の自動プライマー法、および固相
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支持体上でのオリゴヌクレオチド合成が含まれる。これらの方法は遺伝子の全核酸配列が
既知であるかまたは暗号鎖に対して相補的な核酸の配列が利用可能である場合に用いるこ
とができ、または別法では標的アミノ酸配列が既知であるならば、各アミノ酸残基に対す
る既知のそして好ましい暗号残基を用いて可能性のある核酸配列を推測することができる
。
【００８８】
本発明の実施のために好ましい方法は、注意深く選択されたオリゴヌクレオチド配列を用
いて様々な組織、好ましくは哺乳動物リンパ節高内皮細静脈（Ｌ－セレクチンリガンド）
、または骨髄細胞（Ｅ－セレクチンおよびＰ－セレクチンリガンド）由来のｃＤＮＡライ
ブラリーをスクリーニングするものである。好ましい哺乳動物の中には、ヒトおよび次の
順の構成員が含まれる：ウシ、ヒツジ、ウマ、ネズミおよび齧歯動物。
【００８９】
プローブとして選択されるオリゴヌクレオチド配列は、偽陽性が最小限になるよう十分に
明白な十分な長さのものであるべきである。実際のヌクレオチド配列は、通常セレクチン
リガンド（例えばＬ－セレクチンリガンド）の保存的または高度に相同なヌクレオチド配
列または領域に基づいている。
【００９０】
上述の方法を用いるハイブリダイゼーションにより、図４に示すＤＮＡを用いて他のセレ
クチンリガンドをコードしているＤＮＡを単離するかまたはＬ－セレクチンリガンドをコ
ードしているＤＮＡを別の動物種から単離することができる。好ましい動物は哺乳動物、
特にヒト、ウシ、ヒツジ、ウマ、ネコ、イヌおよび齧歯動物であり、とりわけヒト、ウシ
、ラットおよびウサギである。
【００９１】
Ｂ．アミノ酸配列変異体の構築
本発明のセレクチンリガンドのアミノ酸配列変異体は、好ましくは野生型セレクチン、例
えばＬ－セレクチンリガンドのタンパク質コアをコードするＤＮＡ配列を突然変異させる
ことにより構築する。通常、ＤＮＡの特定の領域または部位が突然変異誘発の標的となり
、ゆえにこれを行うのに用いられる常法は部位特異的突然変異誘発と称される。突然変異
はＤＮＡ修飾酵素、例えば制限エンドヌクアーゼ（特定の位置でＤＮＡを切断する）、ヌ
クレアーゼ（ＤＮＡを分解する）および／またはポリメラーゼ（ＤＮＡを合成する）を用
いて行う。
【００９２】
１．単純欠失および挿入
Sambrookら（上記）のセクション１５．３に開示されているように、ＤＮＡの制限エンド
ヌクレアーゼ消化とそれに続く連結を欠失を生じさせるのに用いることができる。この方
法を使用するために、外来ＤＮＡをプラスミドベクターに挿入するのが好ましい。外来（
挿入された）ＤＮＡおよびベクターＤＮＡの両方の制限地図が利用可能でなければならな
いか、または、外来ＤＮＡおよびベクターＤＮＡの配列が既知でなければならない。外来
ＤＮＡはベクターには存在しない独特の制限部位を有していなければならない。次いで適
当な制限エンドヌクレアーゼを用い酵素の製造者により示された条件下で、外来ＤＮＡに
おいてこれらの独特の制限部位の間でこれを消化することにより欠失を行う。用いられる
制限酵素が平滑末端または適合性末端を造るなら、 Sambrookら（上記）のセクション１．
６８に開示されているように該末端をバクテリオファージＴ４　ＤＮＡリガーゼなどのり
ガーゼを用いて混合物を１６℃で１～４時間、ＡＴＰおよびリガーゼ緩衝液の存在下でイ
ンキュベートすることにより共に直接連結することができる。該末端が適合性でないなら
ば、それらをまずＤＮＡポリメラーゼＩのクレノウフラグメントまたはバクテリオファー
ジＴ４　ＤＮＡポリメラーゼを用いて平滑にしなければならないが、その両方は消化され
たＤＮＡの突出している一本鎖末端を充填するために４つのデオキシリボヌクオチド三リ
ン酸を必要とする。別法では、該末端をヌクレアーゼ、例えばヌクレアーゼＳ１またはヤ
エナリヌクレアーゼを用いて平滑化することができる（その両方はＤＮＡの突出している
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一本鎖を短く切り込むことにより機能する）。次いで該ＤＮＡをリガーゼを用いて再連結
する。得られる分子は欠失変異体である。
【００９３】
Sambrookら（上記）のセクション１５．３に開示されているように類似の方法を用いて挿
入変異体を構築することができる。外来ＤＮＡの独特の制限部位（複数の部位）での消化
の後に、オリゴヌクレオチドを外来ＤＮＡが切断された部位に連結する。該オリゴヌクレ
オチドは挿入すべき所望のアミノ酸をコードするように設計され、さらに指向性の連結が
可能となるように消化された外来ＤＮＡ末端と適合性の５′および３′末端を有する。
【００９４】
２．オリゴヌクレオチドー介在性突然変異誘発
オリゴヌクレオチドー指向性突然変異誘発は本発明の置換変異体を製造するための好まし
い方法である。また、それを用いて本発明の欠失および挿入変異体を都合よく製造するこ
とができる。この方法は Adelmanら〔 DNA, 2:183 (1983)〕により開示されているように当
分野で周知である。
【００９５】
通常、少なくとも２５ヌクレオチドの長さのオリゴヌクレオチドを用いてｔ－ＰＡ分子中
の２またはそれ以上のヌクレオチドを挿入、欠失または置換する。最適のオリゴヌクレオ
チドは、突然変異をコードしているヌクレオチドの両側に完全に対合する１２～１５のヌ
クレオチドを有するであろう。これによりオリゴヌクレオチドが一本鎖ＤＮＡ鋳型分子に
正しくハイブリダイズすることが確実になる。該オリゴヌクレオチドは、例えば Creaら〔
Proc. Nat'l. Acad. Sci, USA, 75:5765 (1978)〕により開示されているように当分野で
周知の方法を用いて容易に合成される。
【００９６】
ＤＮＡ鋳型分子は、野生型のｃＤＮＡｔ－ＰＡ挿入物を有するベクターの一本鎖の形態で
ある。一本鎖鋳型は、バクテリオファージＭ１３ベクター（市販品として入手可能なＭ１
３ mp１８およびＭ１３ mp１９ベクターが適当である）または Veiraら〔 Meth. Enzymol., 1
53:3 (1987)〕により開示されている一本鎖ファージ複製起点を含有するベクターのどち
らかから得られるベクターによってのみ生成させることができる。従って、一本鎖の鋳型
を得るために、突然変異を起こすべきｃＤＮＡ　ｔＰＡをこれらのベクターの１つに挿入
しなければならない。一本鎖鋳型の製造は Sambrookら（上記）のセクション４．２１～４
．４１に開示されている。
【００９７】
天然のセレクチンリガンド配列に突然変異を起こさせるために、適当なハイブリダイゼー
ション条件下でオリゴヌクレオチドを一本鎖ＤＮＡ鋳型分子にアニーリングさせる。次い
でＤＮＡ重合酵素、通常は E. coliＤＮＡポリメラーゼのクレノウフラグメントを添加す
る。この酵素はオリゴヌクレオチドをプライマーとして利用して突然変異含有ＤＮＡ鎖の
合成を完了させる。ゆえに、一方のＤＮＡ鎖がベクター中に挿入された天然のセレクチン
リガンドをコードし、第二のＤＮＡ鎖が同じベクター中に挿入されたセレクチンリガンド
の突然変異形をコードするようにヘテロ二本鎖分子が形成される。次いで、このヘテロ二
本鎖を適当な宿主細胞、通常は E. coli ＪＭ１０１などの原核生物中に導入する。細胞を
増殖させた後に、アガロースプレート上にプレートし、３２－Ｐで放射ラベルされたオリ
ゴヌクレオチドプライマーを用いてスクリーニングしてタンパク質コア内において突然変
異したセレクチンリガンドを含有するコロニーを同定する。これらのコロニーを選択し、
ＤＮＡを配列決定して、分子のタンパク質コア中の突然変異の存在を確認する。
【００９８】
１を越えるアミノ酸が置換された突然変異体をいくつかの方法のうちの１つで得ることが
できる。アミノ酸がポリペプチド鎖中において共に近接して位置しているなら、所望のア
ミノ酸置換の全てをコードする１個のオリゴヌクレオチドを用いて同時に突然変異させる
ことができる。しかし、アミノ酸が互いに距離を置いて位置している（例えば、１０を越
えるアミノ酸により分離されている）なら、全ての所望の変化をコードする１個のオリゴ
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ヌクレオチドを得ることは比較的困難である。その代わりに、２つの別法のうちの１つを
用いることができる。第一の方法においては、置換すべき各アミノ酸に対して別のオリゴ
ヌクレオチドを生成させる。次いでそのオリゴヌクレオチドを一本鎖鋳型ＤＮＡに同時に
アニーリングさせると、その鋳型から合成された第二のＤＮＡ鎖は全ての所望のアミノ酸
置換をコードするであろう。もう一つの方法は、所望の突然変異体を製造するために２ま
たはそれ以上の突然変異誘発の繰り返すことからなる。初回は１個の突然変異について述
べたものと同様である：天然のセレクチンリガンドのタンパク質コアをコードしているＤ
ＮＡを鋳型として用い、最初の所望のアミノ酸置換コードしているオリゴヌクレオチドを
この鋳型にアニーリングさせ、次いでヘテロ二本鎖ＤＮＡ分子を得る。二回目の突然変異
誘発は初回の突然変異誘発において製造された突然変異されたＤＮＡを鋳型として用いる
。ゆえに、この鋳型はすでに１またはそれ以上の突然変異を含んでいる。次いで、別の所
望のアミノ酸置換をコードしているオリゴヌクレオチドをこの鋳型にアニーリングさせる
と、この時に得られるＤＮＡ鎖は初回および二回目の突然変異誘発の両方から生じた突然
変異をコードしている。この得られたＤＮＡを第三回目以降の突然変異誘発における鋳型
として用いることができる。
【００９９】
３．ＰＣＲ突然変異誘発
さらにＰＣＲ突然変異誘発が本発明のセレクチンリガンドのアミノ酸変異体を製造するの
に適している。以下の記載はＤＮＡについて示すものであるが、本法はＲＮＡにも適用で
きることは理解されるところである。通常ＰＣＲ法とは以下の方法を意味する。ＰＣＲに
おいて少量の鋳型ＤＮＡを出発物質として用いる場合には、鋳型ＤＮＡ中の対応する領域
とは配列が若干異なるプライマーを用いて、プライマーが鋳型と異なっている位置でのみ
鋳型配列と異なる比較的大量の特異的なＤＮＡフラグメントを得ることができる。突然変
異をプラスミドＤＮＡ中に導入するために、プライマーのうちの１つを突然変異の位置と
重なりかつその突然変異を含むように設計する。他のプライマーの配列はプラスミドの対
立鎖の配列の一部と同一でなければならないが、この配列はプラスミドＤＮＡに沿った任
意の場所に位置させることができる。しかし、最終的にプライマーにより囲まれたＤＮＡ
の全増幅領域を容易に配列決定し得るように、その第二のプライマーの配列は第一の配列
から２００ヌクレオチド以内に位置させるのが好ましい。上記の様にプライマー対を用い
るＰＣＲ増幅により、プライマーにより指定された突然変異の位置において、また、鋳型
のコピーはいくらか誤る傾向があるので他の位置において異なるＤＮＡフラグメントの一
群が得られる。
【０１００】
生成物質に対する鋳型の比率が非常に低いならば、生成物ＤＮＡフラグメントの大部分が
所望の突然変異を含む。この生成物質を用いて通常のＤＮＡ法によりＰＣＲ鋳型として働
いたプラスミド中の対応する領域を置き換える。別々の位置における突然変異は、突然変
異体である第二のプライマーを用いるか、または異なる変異体プライマーを用いて二回目
のＰＣＲを行って２つの得られたＰＣＲフラグメントを３部分（またはそれ以上）連結に
おいてベクターフラグメントに同時に連結することにより同時に導入することができる。
【０１０１】
Ｃ．複製可能なベクターへのＤＮＡの挿入
本発明の（天然または変異体）セレクチンリガンドをコードしているｃＤＮＡまたはゲノ
ムＤＮＡを、さらにクローニングまたは発現を行うために複製可能なベクターに挿入する
。多くのベクターが利用可能であり、適当なベクターの選択は、１）ＤＮＡ増幅（クロー
ニング）に用いるのかまたは発現のために用いるのか、２）ベクターに挿入すべきＤＮＡ
のサイズ、３）ベクターにより形質転換すべき宿主細胞に依存するであろう。各々のベク
ターは、その機能および適合性である宿主細胞に依存する様々な成分を含む。通常のベク
ター成分には、以下に示す１またはそれ以上の成分が含まれるがそれらに限定はされない
：シグナル配列、複製起点、１またはそれ以上のマーカー遺伝子、エンハンサー成分、プ
ロモーターおよび転写終結配列。特定のベクターを、適合性である宿主細胞と合わせて以
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下に記載する。
【０１０２】
標準的な組換えＤＮＡ法を用いて加工なベクターを製造する。単離されたプラスミドおよ
びＤＮＡフラグメントを切断、加工し、特定の順序で共に連結して所望のベクターを得る
。
【０１０３】
適当な緩衝液中で適当な制限酵素または酵素群を用いてＤＮＡを切断する。通常、約２０
μ lの緩衝溶液中で約１～２単位の適当な制限酵素と共に約０．２～１μ gのプラスミドま
たはＤＮＡフラグメントを使用する（適当な緩衝液、ＤＮＡ濃度、およびインキュベーシ
ョン時間および温度は制限酵素の製造者により特定されている）。通常、インキュベーシ
ョン時間は３７℃で約１または２時間で十分であるが、いくつかの酵素はもっと高い温度
を必要とする。インキュベーション後に、フェノールおよびクロロホルムの混合液で消化
溶液を抽出することにより酵素および他の混入物質を除去し、エタノール沈殿によりＤＮ
Ａを水性分画から回収する。
【０１０４】
ＤＮＡフラグメントを共に連結して機能性ベクターを得るために、ＤＮＡフラグメントの
末端を互いに適合性にしなければならない。いくつかの場合において、該末端はエンドヌ
クレアーゼ消化の後に直接適合性であろう。しかし、通常はエンドヌクレアーゼ消化によ
り得られる付着末端を最初に変換して平滑末端として連結のために適合性のものとする必
要がある。末端を平滑化するために、該ＤＮＡを適当な緩衝液中、１５℃で少なくとも１
５分間、４つのデオキシヌクレオチド三リン酸の存在下に１０単位のＤＮＡポリメラーゼ
Ｉのクレノウフラグメント（ Klenow）で処理する。次いでフェノールークロロホルム抽出
およびエタノール沈殿により精製する。
【０１０５】
ＤＮＡゲル電気泳動を用いて、切断されたＤＮＡフラグメントをサイズ－分離して選択す
ることができる。該ＤＮＡをアガロースまたはポリアクリルアミドマトリックスのどちら
かの中で電気泳動することができる。マトリックスの選択は分離すべきＤＮＡフラグメン
トのサイズに依存するであろう。 Sambrookら（上記）のセクション６．３０～６．３３に
開示されているように、電気泳動後に、該ＤＮＡをマトリックスから電気溶離により抽出
するか、または、低－融解アガロースをマトリックスとして用いた場合には、アガロース
を融解させてそれからＤＮＡを抽出する。
【０１０６】
共に連結すべきＤＮＡフラグメント（連結すべき各フラグメントの末端が適合性となるよ
う適当な制限酵素で予め消化されている）を溶液中において約等モル量で存在させる。ま
た該溶液はＡＴＰ、リガーゼ緩衝液およびＴ４ＤＮＡリガーゼなどのりガーゼをＤＮＡ０
．５μ g当たり約１０単位で含むであろう。ＤＮＡフラグメントをベクターに連結しよう
とするときには、該ベクターを最初に適当な制限エンドヌクレアーゼで切断することによ
り線状にし、次いで細菌性アルカリホスファターゼまたは子ウシ腸アルカリホスファター
ゼのどちらかでホスファターゼ処理する。これにより連結工程中のベクターの自己－連結
を防ぐ。
【０１０７】
連結後、挿入された外来遺伝子を含むベクターを適当な宿主細胞中に導入する。形質転換
された細胞を抗生物質、通常はテトラサイクリン（ tet）またはアンピシリン（ amp）上で
の増殖により選択するが、該細胞はそれらに対してベクター上の tetおよび／または amp耐
性遺伝子の存在のために耐性となっている。連結混合物が真核性宿主細胞に導入されたと
きには、形質転換された細胞を上記のＤＨＦＲ／ＭＴＸ系により選択することができる。
形質転換された細胞を培養増殖させ、次いでプラスミドＤＮＡ（プラスミドは所望の外来
遺伝子に連結されたベクターを意味する）を単離する。次いでこのプラスミドＤＮＡを制
限酵素地図作成および／またはＤＮＡ配列決定により分析する。ＤＮＡ配列決定は、通常
、 Messingらの方法〔 Nucleic Acids Res., 9:309 (1981)〕または Maxamらの方法〔 Method
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s of Enzymology, 65:499 (1980)〕のどちらかにより行う。
【０１０８】
Ｄ．宿主細胞の選択および形質転換
本発明の糖タンパク質リガンドの炭水化物成分は、レセプターの認識およびレセプター結
合にとって必須である。従って、タンパク質をグリコシル化された形態で発現する真核宿
主細胞が本発明のリガンドの発現のために好ましい。しかし、タンパク質をグリコシル化
しない原核生物、例えば E. coliにおける発現もまた実行可能である。非グリコシル化タ
ンパク質を後に例えば以下に詳述する化学的および／または酵素的な方法によりグリコシ
ル化することができる。
【０１０９】
１．真核多細胞生物
多細胞生物は本発明を実施するための宿主として好ましい。無脊椎動物および脊椎動物細
胞両方の培養が許容できるが、脊椎動物細胞の培養、とりわけ哺乳動物の培養が好ましい
。適当なセルラインの例には、ＳＶ４０により形質転換されたサル腎臓ＣＶＩ株（ COS-7,
 ATCC CRL 1651）；ヒト胎児腎臓株２９３Ｓ〔 Grahamら , J. Gen. Virol., 36:59 (1977)
〕；ベビーハムスター腎臓細胞（ BHK, ATCC CCL 10）；チャイニーズハムスター卵巣細胞
〔 Urlabおよび Chasin, Proc .Natl. Acad. Sci USA, 77:4216 (1980)〕；マウスセルトリ
細胞〔 TM4, Mather, Biol. Reprod., 23:243 (1980)〕；サル腎臓細胞（ CVI-76, ATCC CC
L 70）；アフリカミドリザル腎臓細胞（ VERO-76, ATCC CRL-1587）；ヒト頸癌細胞（ HELA
, ATCC CCL 2）；イヌ腎臓細胞（ MDCK, ATCC CCL 34）；バッファローラット肝臓細胞（ B
RL 3A, ATCC CR；  1442）；ヒト肺細胞（ W138, ATCC CCL 75）；ヒト肝臓細胞（ Hep G2, 
HB 8065）；マウス乳腫瘍細胞（ MMT 060562, ATCC CCL 51）；ラット肝癌細胞〔 HTC, MI.
 54, Baumannら , J. Cell Biol., 85:1 (1980)〕；およびＴＲＩ細胞〔 Matherら , Annals
 N. Y. Acad. Sci., 383:44 (1982)〕が含まれる。これらの細胞の発現ベクターには、通
常（もし必要ならば）、複製起点、発現すべき遺伝子の前に位置するプロモーター、リボ
ソーム結合部位、ＲＮＡスプライス部位、ポリアデニル化部位、および転写終結部位のた
めのＤＮＡ配列が含まれる。
【０１１０】
哺乳動物の発現ベクターにおいて用いられるプロモーターはウイルス起源であることが多
い。これらのウイルス性プロモーターは通常ポリオーマウイルス、アデノウイルス２由来
であり、シミアン・ウイルス４０（ＳＶ４０）であることが最も多い。ＳＶ４０ウイルス
は初期および後期プロモーターと称される２つのプロモーターを含む。これらの両プロモ
ーターは、ウイルスの複製起点をも有する１つのＤＮＡフラグメントとしてウイルスから
容易に得られるから特に有用である〔 Fiersら , Nature, 273:113 (1978)〕。また、 HindI
II部位からウイルス複製起点中の BglＩ部位へと伸長する約２５０ bpの配列を含むならば
、より小さいまたはより大きいＳＶ４０ＤＮＡフラグメントを用いることができる。
【０１１１】
別法では、外来遺伝子と天然に結合されているプロモーター（相同なプロモーター）を、
形質転換のために選択した宿主セルラインと適合性である場合に用いることができる。
【０１１２】
複製起点を外性の供給源、例えばＳＶ４０または他のウイルス（例えばポリオーマ、アデ
ノ、ＶＳＶ、ＢＰＶ）から得てクローニングベクターに挿入することができる。別法では
、複製起点を宿主細胞染色体複製機構から得ることができる。外来遺伝子を含有している
ベクターを宿主細胞染色体中に組込むときには、後者が十分であることが多い。
【０１１３】
十分な量のセレクチンリガンドを形質転換された細胞培養物から製造することができる。
しかし、第二のＤＮＡコード化配列の使用により産生レベルを増すことができる。第二の
コード化配列は通常、酵素ジヒドロ葉酸レダクターゼ（ＤＨＦＲ）を含む。通常、野生型
の形態のＤＨＦＲは化学物質メトトレキセート（ＭＴＸ）により阻害される。細胞中のＤ
ＨＦＲ発現のレベルは培養宿主細胞に添加されたＭＴＸの量に依存して変化するであろう
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。ＤＨＦＲを第二配列として特に有用なものにする別の特徴は、これが形質転換された細
胞を同定するための選択マーカーとして使用し得ることである。
【０１１４】
ＤＨＦＲの２つの形態が第二の配列としての使用のために利用可能であり、それらは野生
型ＤＨＦＲおよびＭＴＸ一耐性ＤＨＦＲである。特定の宿主細胞中で用いられるＤＨＦＲ
の型は、宿主細胞がＤＨＦＲ欠失であるか否か（それが非常に低いレベルのＤＨＦＲを内
性的に産生するか、または機能的なＤＨＦＲを全く産生しないか）に依存する。ＤＨＦＲ
－欠失セルライン、例えば Urlaubおよび Chasin〔 Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 77:4216
 (1980)〕により開示されているＣＨＯセルラインを野生型ＤＨＦＲコード化配列で形質
転換する。形質転換後に、これらのＤＨＦＲ欠失セルラインは機能的ＤＨＦＲを発現し、
栄養分ヒポキサンチン、グリシンおよびチミジンを欠く培養培地中で増殖させることがで
きる。非形質転換細胞はこの培地中では生存しないであろう。
【０１１５】
ＤＨＦＲのＭＴＸ－耐性型は、ＭＴＸ感受性の機能的ＤＨＦＲの正常量を内性的に生産す
る宿主細胞において、形質転換された宿主細胞を選択する手段として用いることができる
。ＣＨＯ－Ｋ１セルライン（ＡＴＣＣ番号ＣＬ　６１）はこれらの特徴を有しており、ゆ
えにこの目的のための有用なセルラインである。ＭＴＸの細胞培養培地への添加により、
ＭＴＸ一耐性ＤＨＦＲをコードしているＤＮＡで形質転換された細胞のみの増殖が可能と
なるであろう。非形質転換細胞はこの培地中で生存することができないであろう。
【０１１６】
本発明の変異体を製造するために用いられる哺乳動物の宿主細胞を種々の培地中で培養す
ることができる。市販品として入手可能な培地、例えば Ham's　Ｆ１０（ Sigma）、最少必
須培地（〔ＭＥＭ〕 , Sigma）、ＰＲＭＩ－１６４０（ Sigma）、およびダルベッコの改良
イーグル培地（〔ＤＭＥＭ〕 , Sigma）は宿主細胞の培養に適当である。これらの任意の
培地には必要に応じてホルモンおよび／または他の増殖因子（インスリン、トランフェリ
ンまたは上皮増殖因子等）、塩（塩化ナトリウム、カルシウム、マグネシウムおよびリン
酸塩等）、緩衝液（ＨＥＰＥＳ等）、ヌクレオシド（アデノシンおよびチミジン等）、抗
生物質（ゲンタマイシン等）、微量元素（通常マイクロモル範囲の最終濃度で存在する無
機成分として定義される）、およびグルコースまたは同等のエネルギー源を追加すること
ができる。また、他のあらゆる必要な追加物を当業者に既知の適当な濃度で含有させるこ
とができる。
【０１１７】
２．真核微生物
多細胞性真核生物に加えて、真核微生物、例えば糸状菌または酵母が本発明の実施に適し
ている。 Saccharomyes cerevisiaeまたは通常のパン酵母が下等真核宿主微生物の中で最
も一般的に用いられる。しかし、他の数多くの属、種および株が一般に入手可能であり、
本発明において有用である。これらは、例えば、 Schizosaccharomyces pombe〔 Beachおよ
び Nurse, Nature, 290:140 (1981)； EP139 ,383（１９８５年５月２日発行）〕； Kluyver
omyces宿主 (米国 4, 943, 529；  Fleerら , 上記 )、例えば、 K. lactis〔 MW98-8C, CBS683,
 CBS4574；  Louvencourtら , J. Bacteriol., 737 (1983)〕、 K. fragilis （ ATCC 12, 42
4)、 K. bulgaricus （ ATCC 16, 045)、 K. wickeramii （ ATCC 24, 178)； K. waltii （ AT
CC 56, 500）、 K. drosophilarum （ ATCC 36, 906；  VandenBergら , 上記）、 K. thermot
olerans、および K. marxianus；  yarrowia〔 EP 402, 226〕；  Pichiapastoris 〔 EP 183,
 070；  Sreekrishnaら , J. BasicMicrobiol., 28: 265-278 （ 1988）〕；  Candida；  Tri
chodermareesia〔 EP 244, 234〕；  Neurosporacrassa〔 Caseら , Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA, 76:5259 （ 1979）〕； Schwanniomyces、例えば Schwanniomyces occidentalis〔 EP 
394, 538（１９９０年１０月３１日発行）〕；および糸状菌、例えば Neurospora、 Penici
llium、 Tolypocladium〔 WO 91/00357（１９９１年１月１０日発行）〕、および Aspergill
us宿主、例えば A. nidulans〔 Ballanceら , Biochem. Biophys. Res. Commun., 112:284 
（ 1983）；  Tilburnら , Gene, 26:205 （ 1983）； Yeltonら , Proc. Natl. Acad. Sci. US
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A, 81:1470 （ 1984）〕および A.niger〔 Kellyおよび Hynes, EMBO J., 4:475 (1985)〕で
ある。酵母ベクターにおける適当な促進配列には、３－ホスホグリセリン酸キナーゼ〔 Hi
tzemanら , J. Biol. Chem., 255:2073 (1980)〕または他の解糖酵素〔 Hessら , J. Adv. E
nzymeReg., 7:149 (1968)； Hollandら , Biochemistry, 17:4900(1978)〕、例えばエノラ
ーゼ、グリセルアルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナーゼ、ヘキソキナーゼ、ピルビン酸
脱炭酸酵素、ホスホフルクトキナーゼ、グルコース－６－リン酸イソメラーゼ、３－ホス
ホグリセリン酸ムターゼ、ピルビン酸キナーゼ、トリオースリン酸イソメラーゼ、ホスホ
グルコースイソメラーゼ、およびグルコキナーゼに対するプロモーターが含まれる。適当
な発現プラスミドの構築において、さらにこれらの遺伝子と結合されている終止配列を、
発現が所望である配列の３′で発現ベクターに連結させて mＲＮＡのポリアデニル化およ
び終止をもたらす。増殖条件により転写が制御される付加的な利点を有する他のプロモー
ターは、アルコールデヒドロゲナーゼ２、イソシトクロムＣ、酸性ホスファターゼ、窒素
代謝に関連する分解酵素、および上記のグリセルアルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナー
ゼ、およびマルトースおよびガラクトース利用を担う酵素に対するプロモーター領域であ
る。酵母一適合性プロモーター、複製起点および終止配列を含有しているあらゆるプラス
ミドベクターが適当である。
【０１１８】
３．原核細胞
原核生物は特に大量のＤＮＡの迅速な製造のために、部位指向性突然変異誘発のために用
いられる一本鎖ＤＮＡ鋳型の製造のために、多くの突然変異体を同時にスクリーニングす
るために、および得られた突然変異体のＤＮＡ配列決定のために有用である。適当な原核
宿主細胞には、 E. coli Ｋ１２株２９４（ ATCC番号 31,446）、 E. coli株Ｗ３１１０（ ATC
C番号 27,325）、 E. coli Ｘ１７７６（ ATCC番号 31,537）、および E. coli Ｂが含まれる
。しかし、他の多くの E. coli株、例えばＨＢ１０１、ＪＭ１０１、ＮＭ５２２、ＮＭ５
３８、ＮＭ５３９、および他の多くの原核生物の種および属も同様に用いることができる
。
【０１１９】
また、原核生物はＤＮＡ配列発現のための宿主として用いることができる。上に列記した
E. coli株、 Bacillus subtilis等の bacilli、他の腸内細菌科例えば Salmonella typhimur
iumまたは Serrati amarcesans、および種々の Pseudomon asu種の全てを宿主として用いる
ことができる。
【０１２０】
宿主細胞と適合性の種から得たレプリコンおよび制御配列を含有しているプラスミドベク
ターをこれらの宿主と共に用いる。該ベクターは通常、複製部位、形質転換された細胞に
おいて表現型選択をもたらすマーカー遺伝子、１またはそれ以上のプロモーター、および
外来ＤＮＡの挿入のためのいくつかの制限部位を含有しているポリリンカー領域を有する
。 E. coliの形質転換のために通常用いられるプラスミドには pBR３２２、 pUC１８、 pUC１
９、 pUC１１８、 pUC１１９および Bluescript Ｍ１３が含まれるが、これらの全ては Sambr
ookら（上記）のセクション１．１２～１．２０中に開示されている。しかし、他の多く
の適当なベクターも利用可能である。これらのベクターはアンピシリンおよび／またはテ
トラサイクリン耐性をコードしている遺伝子を含み、この耐性によりこれらのベクターで
形質転換された細胞のこれらの抗生物質存在下での増殖が可能になる。
【０１２１】
原核性ベクターにおいて最も一般的に用いられるプロモーターには、β－ラクタマーゼ（
ペニシリナーゼ）およびラクトースプロモーター系〔 Changら  Nature, 375:615 (1978); 
Itakuraら , Science, 198:1056 (1977);Goeddelら , Nature, 281:544 (1979)〕およびト
リプトファン（ trp）プロモーター系〔 Goeddelら , Nucl. Acids Res., 8:4057 (1980); E
PO Appl. Publ. No. 36, 776〕、およびアルカリホスファターゼ系が含まれる。これらが
最も一般的に用いられるが、他の微生物のプロモーターも用いられており、それらのヌク
レオチド配列に関する詳細は公開されているので、当業者はそれらをプラスミドベクター
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中に機能的に連結することが可能である〔 Siebenlistら , Cell, 20:269 (1980)を参照〕
。
【０１２２】
４．分泌系
細胞から通常分泌される多くの真核性タンパク質は、内因性のシグナル配列をアミノ酸配
列の一部分として含む。この配列は、タンパク質を小胞体およびゴルジ装置を経て細胞か
ら輸出させることを目的とする。シグナル配列は通常タンパク質のアミノ末端に位置して
おり、約１３から約３６アミノ酸の範囲の長さである。実際の配列はタンパク質間で異な
るが、全ての既知の真核性シグナル配列は少なくとも１の正荷電された残基および１０～
１５アミノ酸の疎水性の高い部分（通常ロイシン、イソロイシン、アラニン、バリンおよ
びフェニルアラニンのアミノ酸に富む）をシグナル配列の中央付近に含む。シグナル配列
はタンパク質の分泌された形態には通常存在しないが、これはシグナル配列がタンパク質
の小胞体中への移動の間に小胞体上に位置するシグナルペプチダーゼにより切断されるか
らである。シグナル配列がまだ結合しているタンパク質は、「プレ－タンパク質」または
タンパク質の未成熟形と称されることが多い。
【０１２３】
しかし、全ての分泌型タンパク質が切断されるアミノ末端シグナル配列を含むわけではな
い。いくつかのタンパク質、例えばオボアルブミンはタンパク質の内部領域に位置するシ
グナル配列を含む。この配列は移動中に通常切断されない。
【０１２４】
シグナル配列をタンパク質に結合させることにより、通常細胞質中に見られるタンパク質
を分泌の対象とすることができる。これはシグナル配列をコードしているＤＮＡをタンパ
ク質をコードしているＤＮＡの５′末端に連結させて、次いでこの融合タンパク質を適当
な宿主細胞中で発現させることにより容易に行われる。シグナル配列を有するタンパク質
をコードしている任意の遺伝子由来の制限フラグメントとしてシグナル配列をコードして
いるＤＮＡを得ることができる。ゆえに、原核生物、酵母および真核生物のシグナル配列
を、本発明を実施するために使用される宿主細胞の型に応じて本発明において用いること
ができる。遺伝子のシグナル配列部分をコードしているＤＮＡを適当な制限エンドヌクレ
アーゼを用いて切除し、次いで分泌させるべきタンパク質をコードしているＤＮＡに連結
する。
【０１２５】
機能的なシグナル配列の選択には、シグナル配列の切断およびタンパク質の分泌が起こる
ようにシグナル配列が宿主細胞のシグナルペプチダーゼにより認識されることが必要とさ
れる。いくつかの真核生物遺伝子、例えばヒト成長ホルモン、プロインスリンおよびプロ
アルブミンのシグナル配列部分をコードしているＤＮＡおよびアミノ酸配列は既知であり
〔 Stryer, Biochemistry, W. H. Freeman and Company, New York (1988), p. 769を参照
〕、適当な真核宿主細胞中でシグナル配列として用いることができる。例えば酸性ホスフ
ァターゼ〔 Arimaら , Nuc. AcidsRes., 11:1657 (1983)〕、α－因子、アルカリホスファ
ターゼおよびインベルターゼなどの酵母シグナル配列を用いて酵母宿主細胞からの分泌を
指令することができる。例えばＬ amＢまたはＯ mpＦ〔 Wongら , Gene 68:193 (1988)〕、Ｍ
ａｌＥ、ＰｈｏＡまたはβ－ラクタマーゼをコードしている遺伝子ならびに他の遺伝子か
ら得た原核生物のシグナル配列を用いて、タンパク質を原核細胞から培養培地中に向ける
ことができる。
【０１２６】
分泌されるようにシグナル配列を含有する所望のタンパク質を得るための別の方法は、シ
グナル配列をコードしているＤＮＡを化学的に合成するものである。この方法では、選択
されたシグナル配列をコードしているオリゴヌクレオチドの両方の鎖を化学的に合成し、
次いで互いにアニーリングさせて二本鎖を形成させる。次いでこの二本鎖オリゴヌクレオ
チドをタンパク質をコードしているＤＮＡの５′末端に連結させる。
【０１２７】
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次いでタンパク質をコードしているＤＮＡをそれに連結されたシグナル配列と共に含有し
ている構築物を適当な発現ベクターに連結させることができる。この発現ベクターを適当
な宿主細胞中に導入して所望のタンパク質を発現させて分泌させる。
【０１２８】
Ｅ．形質転換法
哺乳動物の宿主細胞および固い細胞膜障壁を有していない他の宿主細胞の培養物は通常、
Grahamおよび Van　 der　 Eb〔 Virology, 52:546 (1978)〕により初めに開示され Sambrook
ら（上記）のセクション１６．３２～１６．３７に開示されたように修正されたリン酸カ
ルシウム法を用いて形質転換させる。しかし、細胞中にＤＮＡを導入するための他の方法
、例えばポリブレン〔 Kawaiおよび Nishizawa, Mol. Cen. Biol., 4:1172 (1984)〕、プロ
トプラスト融合法〔 Schaffner, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:2163 (1980)〕、電気
穿孔法〔 Newmannら , EMBO J., 1:841 (1982)〕、および核への直接マイクロインジェクシ
ョン〔 Capecchi, Cell, 22:479 (1980)〕を用いてもよい。
【０１２９】
酵母宿主細胞は通常、 Hinnen〔 Proc. Natl.Acad. Sci. USA, 75:1929 (1978)〕が開示し
ているようにポリエチレングリコール法を用いて形質転換させる。
【０１３０】
Ｆ．宿主細胞の培養
本発明のセレクチンリガンドを製造するために用いられる哺乳動物宿主細胞は様々な培地
中で培養することができる。市販品として入手可能な培地、例えばハムのＦ１０（ Sigma
）、最少必須培地（ＭＥＭ、 Sigma）、ＲＰＭＩ－１６４０（ Sigma）、またはダルベッコ
の改良イーグル培地（ＤＭＥＭ、 Sigma）がそのような宿主細胞を培養するのに適当であ
る。さらに、 Hamおよび Wallace, Meth. Enz. 58, 44(1979)； Barnesおよび Sato, Anal. B
iochem. 102, 255 (1980)；米国特許番号 4,767,704； 4,657,866； 4,927,762；または 4,56
0,655； W0 90/03430； WO 87/00195；米国特許 Re. 30,985に開示されているいずれかの培
地を宿主細胞のための培養培地として用いることができる。これら全ての培地には必要に
応じてホルモンおよび／または他の増殖因子（例えばインスリン、トランフェリン、およ
び／または上皮増殖因子）、塩（例えば塩化ナトリウム、カルシウム、マグネシウム、お
よびリン酸塩）、緩衝剤（例えばＨＥＰＥＳ）、ヌクレオシド（例えばアデノシンおよび
チミジン）、抗生物質（例えばゲンタマイシン T M）、微量元素（通常マイクロモル範囲の
最終濃度で存在する無機化合物）、およびグルコースまたは同等のエネルギー源を追加す
ることができる。さらに他のいずれかの必要な追加物質を、当業者に既知であろう適当な
濃度で含有させることができる。培養条件、例えば温度、 pH等は発現用に選択した宿主細
胞について既に用いられている条件であり、当業者には明白であろう。
【０１３１】
Ｇ．グリコシル化変異体
ポリペプチドのグリコシル化は通常Ｎ－結合性またはＯ－結合性のどちらかである。Ｎ－
結合性とはアスパラギン残基の側鎖への炭水化物部分の結合を指す。トリペプチド配列、
アスパラギン－Ｘ－セリンおよびアスパラギン－Ｘ－トレオニン（式中、Ｘはプロリンを
除く任意のアミノ酸である）がアスパラギン側鎖への炭水化物部分の酵素的な結合のため
の認識配列である。Ｏ－結合性グリコシル化はＮ－アセチルガラクトサミン、ガラクトー
スまたはキシロースの糖のうちの１つのヒドロキシアミノ酸への結合を意味し、このアミ
ノ酸は通常セリンまたはトレオニンであることがほとんどであるが５－ヒドロキシプロリ
ンまたは５－ヒドロキシリジンもＯ－結合性グリコシル化に関与することができる。
【０１３２】
本発明のセレクチンリガンドは優勢なＯ－結合性グリコシル化部位を特徴とする。これら
は、例えば該リガンドのアミノ酸配列への１またはそれ以上のセリンまたはトレオニン残
基の付加またはこれらによる置換により修飾することができる。容易にするために、改変
は基本的にアミノ酸配列変異体について上述した方法を用いてＤＮＡレベルでなされるの
が普通である。
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【０１３３】
また、本発明のリガンドヘのグリコシドの化学的または酵素的な結合を用いて炭水化物置
換基の数または特性を修飾または増大させることができる。これらの方法はＯ－結合性（
またはＮ－結合性）のグリコシル化を行い得るポリペプチドの生成を必要としない点にお
いて有利である。用いられる結合様式により、糖を（ a）アルギニンおよびヒスチジン、
（ b）遊離カルボキシル基、（ c）遊離ヒドロキシル基、例えばシステインの遊離基、（ d
）遊離スルフヒドリル基、例えばセリン、トレオニンまたはヒドロキシプロリンの遊離基
、（ e）芳香族残基、例えばフェニルアラニン、チロシン、またはトリプトファンの残基
、または（ f）グルタミンのアミド基に結合させることができる。これらの方法は WO 87/0
5330（１９８７年９月１１日発行）ならびに Aplinおよび Wriston〔 CRC Crit. Rev. Bioch
em., PP. 259-306 (1981)〕に開示されている。
【０１３４】
また、セレクチンリガンド上に存在する炭水化物部分を化学的または酵素的に除去するこ
とができる。化学的な脱グリコシル化はトリフルオロメタンスルホン酸または同等の化合
物への暴露を必要とする。この処理により、結合している糖を除く大部分または全部の糖
の切断の結果が得られ、ポリペプチドは無傷のまま残る。化学的な脱グリコシル化は Haki
muddinら〔 Arch. Biochem. Biophys. 259,52 (1987)〕および Edgeら〔 Anal. Biochem. 11
8, 131 (1981)〕により開示されている。 Thotakuraら〔 Meth. Enzymol. 138, 350 (1987)
〕により開示されているように様々なエンドおよびエキソグリコシダーゼにより炭水化物
部分を除去することができる。グリコシル化は Duskinら〔 J. Biol. Chem. 257, 3105 (19
82)〕により開示されているようにツニカマイシンにより抑制することができる。ツニカ
マイシンはタンパク質－Ｎ－グリコシダーゼ結合の形成をブロックする。
【０１３５】
また、適当な宿主細胞を選択することにより本発明のセレクチンリガンドのグリコシル化
変異体を製造することができる。酵母は、例えば哺乳動物系のものとは大きく異なるグリ
コシル化を導く。同様に、セレクチンリガンドの供給源とは異なる種（例えばハムスター
、ネズミ、昆虫、ブタ、ウシまたはヒツジ）または組織（例えば肺、肝臓、リンパ球、間
葉、上皮）に由来する哺乳動物細胞を、異なるグリコシル化（例えば高レベルのマンノー
スまたは異なる比率のマンノース、フコース、シアル酸およびセレクチン結合に必須の他
の糖により特徴付けられる）を導く能力について常法によりスクリーニングする。
【０１３６】
Ｈ．共有結合修飾
天然に存在するセレクチンリガンド分子または該分子と共通する生物学的性質を有してい
る配列の共有結合修飾は本発明の範囲内に含まれる。このような修飾は、セレクチンリガ
ンドタンパク質の標的化アミノ酸残基を、選択された側鎖または末端残基と反応し得る有
機誘導化剤と反応させることにより、または選択された組換え宿主細胞において機能する
翻訳後修飾の機構を利用することにより誘導されるのが普通である。得られた共有結合誘
導体は生物学的活性のために重要な残基の同定を目的とするプログラムにおいて有用であ
り、セレクチンリガンドのイムノアッセイのために、または組換え糖タンパク質のイムノ
アフィニティー精製のための抗－セレクチンリガンド抗体の製造のために有用である。例
えば、ニンヒドリンとの反応後のタンパク質の生物学的活性の完全な不活性化は、少なく
とも１個のアルギニルまたはりシル残基がその活性に必須であることを示すものであり、
その後に、選択された条件下で修飾された個々の残基を修飾されたアミノ酸残基を含むペ
プチドフラグメントの単離により同定する。そのような修飾は当分野での通常の技術範囲
内にあり、多くの実験を行うことなく実施される。
【０１３７】
二官能性物質による誘導化は、セレクチンリガンド糖タンパク質とポリペプチドとの分子
内集合体を製造するために、ならびにセレクチンリガンド糖タンパク質をアッセイまたは
アフィニティー精製において使用するための水不溶性支持体マトリックスまたは表面に架
橋するために有用である。さらに、鎖間架橋の研究により高次構造に関する直接的な情報

10

20

30

40

50

(25) JP 3691467 B2 2005.9.7



が得られるであろう。通常用いられる架橋剤には１，１－ビス（ジアゾアセチル）－２－
フェニルエタン、グルタルアルデヒド、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル、ホモ二
価性イミドエステルおよび二価性マレイミドが含まれる。メチル－３－〔（Ｐ－アジドフ
ェニル）ジチオ〕プロピオイミデート等の誘導化剤により、光の存在下で架橋を形成し得
る光による活性化が可能な中間体が得られる。別法では、臭化シアン活性化炭水化物など
の反応性の水不溶性マトリックスおよび米国特許番号 3, 959, 642; 3, 969, 287; 3, 691
, 016; 4, 195, 128; 4, 247, 642; 4, 229, 537; 4, 055, 635; および 4, 330, 440に開
示されている系反応性基質をタンパク質の固定化および架橋に用いる。
【０１３８】
ある種の翻訳後修飾が、発現されたポリペプチドに対する組換え宿主細胞の作用の結果生
じる。グルタミニルおよびアスパリギニル残基は翻訳後に脱アミド化されて対応するグル
タミルおよびアスパルチル残基となることが多い。別法では、これらの残基を穏やかな酸
性条件下で脱アミド化する。これらの残基のどちらの形態も本発明の範囲内にある。
【０１３９】
他の翻訳後修飾にはプロリンおよびリシンのヒドロキシル化、セリルまたはトレオニル残
基のヒドロキシル基のリン酸化、リシン、アルギニン、およびヒスチジン側鎖のα－アミ
ノ基のメチル化が含まれる〔 T. E. Creighton, Proteins: Sturucture and Molecular Pr
operties, W. H. Freeman & Co., San Francisco, PP. 79-86 (1983)〕。
【０１４０】
他の誘導体は非タンパク質性ポリマーに共有結合させた本発明の新規なペプチドからなる
。通常この非タンパク質性ポリマーは親水性合成ポリマー、すなわち天然には見いだされ
ないポリマーである。しかし、天然に存在して組換えまたはインビトロ法により製造され
るポリマーは、天然から単離されるポリマーであるから有用である。親水性ポリビニルポ
リマー、例えばポリビニルアルコールおよびポリビニルピロリドンは本発明の範囲内にあ
る。特に有用なポリマーはポリビニルアルキレンエーテル、例えばポリエチレングリコー
ル、ポリプロピレングリコールである。
【０１４１】
セレクチンリガンドを様々な非タンパク質性ポリマー、例えばポリエチレングリコール、
ポリプロピレングリコールまたはポリオキシアルキレンに米国特許番号 4, 640, 835; 4, 
496, 689; 4, 301, 144; 4, 670, 417; 4, 791, 192または 4, 179, 337に示されている方
法で結合させることができる。
【０１４２】
セレクチンリガンドを、例えばコアセルベーション法または界面ポリマー化により製造さ
れたマイクロカプセル中、コロイド状薬物供給システム（例えば、リボソーム、アルブミ
ンミクロスフェア、マイクロエマルジョン、ナノ－粒子およびナノカプセル）中、または
マクロエマルジョン中に捕捉することができる。このような方法は Remington's Pharmace
utical Sciences, 16th Edition, Osol, A., 編 (1980)に開示されている。
【０１４３】
Ｉ．セレクチンリガンドと安定な血漿タンパク質のキメラ
セレクチンリガンド配列を上に定義した安定な血漿タンパク質配列に結合することができ
る。安定な血漿タンパク質の配列は、例えば免疫グロブリン定常ドメイン配列であってよ
い。得られる分子は通常セレクチンリガンド－免疫グロブリンキメラと称される。
【０１４４】
好ましい態様においては、セレクチンに対する結合部位を含む配列のＣ末端を免疫グロブ
リン（例えば免疫グロブリンＧ 1）のエフェクター機能を有している抗体のＣ末端部分（
具体的には Fcドメイン）のＮ末端に融合させる。全重鎖定常領域をセレクチン結合部位を
含有している配列に融合させることが可能である。しかし、より好ましくは、パパイン切
断部位のすぐ上流のヒンジ領域（これはＩｇＧ　Ｆｃを化学的に定義するものであり；重
鎖定常領域の最初の残基を１１４としたときの残基２１６〔 Kobetら , 上記〕、または他
の免疫グロブリンの類似の部位）を起点とする配列をこの融合において用いる。特に好ま
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しい態様においては、セレクチン結合部位を含有しているアミノ酸配列を、ＩｇＧ 1、Ｉ
ｇＧ 2またはＩｇＧ 3重鎖のヒンジ領域およびＣ H２およびＣ H３またはＣ H１、ヒンジ、Ｃ H

２およびＣ H３ドメインに融合させる。融合がなされる正確な部位は重要ではなく、最適
部位は通常の実験により決定することができる。
【０１４５】
J．セレクチンリガンドの精製
セレクチンリガンドは組換え細胞培養物から既知の方法、例えば硫酸アンモニウムまたは
エタノール沈殿、酸抽出、陰イオンまたは陽イオン交換クロマトグラフィー、ヒドロキシ
アパタイトクロマトグラフィー、イムノアフィニティークロマトグラフィーおよびレクチ
ンクロマトグラフィーにより回収および精製することができる。本発明の範囲内にある他
の既知の精製法は抗－セレクチンリガンド抗体を用いた逆層ＨＰＬＣクロマトグラフィー
を利用するものであり、これは本発明のリガンドの精製に有用である。
【０１４６】
特にＬ－セレクチンリガンドの精製のために開発されたとりわけ有利な精製法を実施例１
に記載する。この方法は、組換え法により製造された独特のセレクチンレセプター－免疫
グロブリンキメラ（Ｌ－セレクチン－ＩｇＧと称する）を利用するものであり、この方法
により対応する（スルフェート－ラベル化）リガンドを沈殿させることができる。
【０１４７】
Ｋ．治療用組成物
本発明のセレクチンリガンドを用いて対応するセレクチンレセプターの天然リガンドに対
する結合をブロックすることができる。例えばＬ－セレクチンリガンドは内皮細胞上の天
然リガンドに対する循環白血球上のＬ－セレクチンレセプターの結合を効果的にブロック
する。この性質は循環白血球の内皮細胞に対する過剰な結合と関係する徴候または症状、
例えば慢性関節リウマチ、乾癬、多発性硬化症等と関係する炎症を治療するのに有用であ
る。
【０１４８】
本発明のセレクチンリガンドを既知の方法に従い製剤化して薬学的に有用な組成物を製造
することができ、これにより該リガンドを薬学的に許容し得る担体と混合する。適当な担
体およびその配合は、 Remington's Pharmaceutical Sciences〔 16th ed., 1980, Mack Pu
blishing Co., Osloら編〕に開示されている。通常これらの組成物は該リガンドの有効量
、例えば約０．５～約１０ mg/mlの量を、患者に対する効果的な投与に適当な薬学的に許
容し得る組成物を製造するための適当な量の担体と共に含むであろう。該リガンドは非経
口的に、または有効な形態で血流への放出を確保する他の方法により投与することができ
る。
【０１４９】
本発明を実施するために用いられる該リガンドの臨床投与に特に適した組成物には、無菌
性水溶液または無菌性の水和可能な粉末、例えば凍結乾燥タンパク質が含まれる。薬学的
に許容し得る塩の適当量をさらに製剤中に用いて製剤を等張にするのが普通である。
【０１５０】
本発明の薬学的な組成物の投与法および所望の薬物濃度は、予定した特定の使用に依存し
て変化させることができる。
【０１５１】
Ｋ．モノクローナル抗体
モノクローナル抗体は実質的に同種の抗体の一群、すなわち少量で存在することがある可
能な天然の突然変異体を除いて、その群を構成している個々の抗体が同一である群がら得
られる。ゆえに、修飾語句「モノクローナル」は別個の抗体の混合物ではないという抗体
の性質を示す。
【０１５２】
例えば本発明のモノクローナル抗体は最初に Kohlerおよび Milstein〔 Nature 256:495 (19
75)〕により開示されたハイブリドーマ法を用いて作成するかまたは組換えＤＮＡ法〔 Cab
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illyら , 米国特許番号 4, 816, 567〕により作成することができる。
【０１５３】
ハイブリドーマ法においては、マウスまたは他の適当な宿主動物（例えばハムスター）を
セレクチンリガンドタンパク質を用いて皮下、腹腔内、または筋肉内経路により免疫し、
免疫に用いたタンパク質に特異的に結合するであろう抗体を産生するかまたは産生させ得
るリンパ球を誘導する。別法では、リンパ球をインビトロで免疫することができる。次い
で適当な融合剤、例えばポリエチレングリコールを用いてリンパ球を骨髄腫細胞と融合さ
せてハイブリドーマ細胞を得る〔 Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Prac
tice, pp. 59-103 (Academic Press, 1986)〕。
【０１５４】
このようにして調製されたハイブリドーマ細胞は、非融合の親骨髄腫細胞の増殖または生
存を阻害する１またはそれ以上の物質を好ましくは含む適当な培養培地にまいて増殖させ
る。例えば、もし親骨髄腫細胞がヒポキサンチングアニンホスホリボシルトランスフェラ
ーゼ（ＨＧＰＲＴまたはＨＰＲＴ）酵素を欠失しているなら、ハイブリドーマのための培
養培地は通常ヒポキサンチン、アミノプテリンおよびチミジンを含み（ＨＡＴ培地）、こ
れらの物質がＨＧＰＲＴ－欠失細胞の増殖を妨げる。
【０１５５】
好ましい骨髄腫細胞は、効率良く融合し、選択された抗体－産生細胞による安定かつ高レ
ベルの抗体の発現を支持し、そして HAT培地等の培地に感受性の細胞である。これらの中
で、好ましい骨髄腫細胞株はネズミ骨髄腫株であり、例えば Salk Institute Cell Distri
bution Center〔 San Diego, California USA〕から入手可能なＭＯＰＣ－２１およびＭＰ
Ｃ－１１マウス腫瘍に由来する株および American Type Culture Collection〔 Rockville,
 Maryland USA〕から入手可能なＳＰ－２細胞である。さらに、ヒト骨髄腫およびマウス
ーヒトヘテロ骨髄腫細胞株がヒトモノクローナル抗体の製造に対して開示されている〔 Ko
zbor, J. Immunol.133:3001 (1984), Brodeurら , Monoclonal Antlbody Production Tech
niques and Application, PP. 51-63 (Marcel Dekker, Inc., New York, 1987)〕。
【０１５６】
ハイブリドーマ細胞が増殖している培養培地を TNFR１に対して指向性のモノクローナル抗
体の産生についてアッセイする。好ましくは、ハイブリドーマ細胞により産生されたモノ
クローナル抗体の結合特異性を、免疫沈降またはインビトロ結合アッセイ、例えばラジオ
イムノアッセイ（ＲＩＡ）または酵素一結合免疫吸収測定法（ＥＬＩＳＡ）により測定す
る。
【０１５７】
対応するリガンドの結合に対するモノクローナル抗体の親和性は、例えば Munson & Polla
rd〔 Anal. Biochem. 107:220 (1980)〕のスキャッチャード分析により測定することがで
きる。
【０１５８】
所望の特異性、親和性、および／または活性を有する抗体を産生するハイブリドーマ細胞
を同定した後に、そのクローンを限界希釈法によりサブクローン化して常法により増殖さ
せる。 Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, pp. 59-104(Academi
c Press, 1986)。この目的のために適当な培養培地には、例えばダルベッコの改良イーグ
ル培地またはＲＰＭＩ -１６４０培地が含まれる。さらに、このハイブリドーマ細胞をイ
ンビボで動物の腹水腫瘍として増殖させることができる。
【０１５９】
サブクローンにより分泌されたモノクローナル抗体を培養培地、腹水液、または血清から
通常の免疫グロブリン精製法、例えばプロテインＡ－セファロース、ヒドロキシルアパタ
イトクロマトグラフィー、ゲル電気泳動、透析またはアフィニティークロマトグラフィー
により適当に分離する。
【０１６０】
本発明のモノクローナル抗体をコードしているＤＮＡは常法を用いて（例えば、ネズミ抗
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体の重鎖および軽鎖をコードしている遺伝子に特異的に結合し得るオリゴヌクレオチドプ
ローブを用いることにより）容易に単離され配列決定される。本発明のハイブリドーマ細
胞は該ＤＮＡの好ましい供給源として都合がよい。ＤＮＡを単離したなら、発現ベクター
中に配置することができ、次いでこれを他の状態では免疫グロブリンタンパク質を製造し
ない宿主細胞、例えばサルＣＯＳ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞、ま
たは骨髄腫細胞中にトランスフェクションして、組換え宿主細胞中でモノクローナル抗体
の合成を行う。さらに該ＤＮＡを、例えばヒト重鎖および軽鎖定常領域に対するコード化
配列を相同なネズミ配列の代わりに用いることにより〔 Morrisonら , Proc. Natl. Acad. 
Sci. 81:6851 (1984)〕、または免疫グロブリンコード化配列に非－免疫グロブリンポリ
ペプチドに対するコード化配列の全てまたは一部を共有結合させることにより修飾するこ
とができる。このようにして、本発明の抗－セレクチンリガンドモノクローナル抗体の結
合特異性を有する「キメラ」または「ハイブリッド」抗体を製造する。
【０１６１】
通常、このような非－免疫グロブリンポリペプチドを本発明の抗体の定常ドメインの代わ
りに用いるか、またはそれらを本発明の抗体の１つの抗原－結合部位の可変ドメインの代
わりに用いて、セレクチンリガンドに対する特異性を有する１つの抗原一結合部位と異な
る抗原に対する特異性を有するもう１つの抗原－結合部位からなるキメラの二価の抗体を
創製する。
【０１６２】
さらに、キメラまたはハイブリッド抗体は合成タンパク質化学において既知の方法、例え
ば架橋剤を必要とする方法を用いてインビトロで製造することができる。例えば、ジスル
フィド交換反応を用いるかまたはチオエーテル結合を形成させることによりイムノトキシ
ンを構築することができる。この目的のための適当な試薬の例には、イミノチオレートお
よびメチル－４－メルカプトブチルイミデートが含まれる。
【０１６３】
診断に応用するために、通常本発明の抗体を検出可能な部分でラベル化する。検出可能な
部分は直接的にまたは間接的に検出可能なシグナルを生成し得る任意のものであってよい
。例えば、検出可能な部分は放射性同位元素（例えば 3Ｈ、 1 4Ｃ、 3 2Ｐ、 3 5Ｓまたは 1 2 5Ｉ
）、蛍光または化学発光化合物（例えばフルオロセインイソチオシアネート、ローダミン
またはルシフェリン）；放射性同位元素ラベル（例えば 1 2 5Ｉ、 3 2Ｐ、 1 4Ｃまたは 3Ｈ）、
または酵素（例えばアルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼまたはホースラディ
シュペルオキシダーゼ）であってよい。
【０１６４】
抗体を検出可能な部分に個別に結合させるための当分野で既知のあらゆる方法を用いるこ
とができるが、これには Hunterら〔 Nature 144:945 (1962)〕 ;Davidら〔 Biochemistry 13
:1014 (1974)〕； Painら〔 J. Immunol. Meth. 40:219 (1981)〕；および Nygren〔 J. Hist
ochem. And Cytochem. 30:407 (1982)〕により開示された方法が含まれる。
【０１６５】
本発明の抗体は既知のアッセイ法、例えば競合的結合アッセイ、直接および間接サンドイ
ッチアッセイ、および免疫沈降アッセイにおいて用いることができる。 Zola, Monoclonal
 Antibodies: A Manual of Techniques, pp. 147-158 (CRC Press, Inc., 1987)。
【０１６６】
競合的結合アッセイは、限定量の抗体との結合に対して試験サンプル分析物（セレクチン
リガンド）と競合するラベル化標準（セレクチンリガンドであるかまたはその免疫学的に
反応性の部分）の能力に依存する。試験サンプル中のセレクチンリガンド量は抗体に結合
される標準の量と逆比例する。結合される標準の量の測定を容易にするために抗体を通常
競合の前または後に不溶化するが、これにより抗体に結合された標準および分析物は未結
合のままの標準および分析物から簡便に分離することができる。
【０１６７】
サンドイッチアッセイは２つの抗体の使用を含み、各々は検出すべきタンパク質の異なる
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免疫原性の部分、またはエピトープに結合することができる。サンドイッチアッセイにお
いては、試験サンプル分析物はまず固体支持体上に固定化された抗体により結合され、そ
の後に第二抗体が分析物に結合し、このようにして不溶性の３部分複合体を形成する（ Da
vid & Green, 米国特許番号 4, 376, 110）。該第二抗体は検出可能な部分でそれ自体ラベ
ルする（直接サンドイッチアッセイ）かまたは検出可能な部分でラベルされた抗－免疫グ
ロブリン抗体を用いて測定することができる（間接サンドイッチアッセイ）。例えば、サ
ンドイッチアッセイの１つの型はＥＬＩＳＡアッセイであり、この場合の検出可能な部分
は酵素である。以下の限定のためのものではない実施例により本発明をさらに詳しく説明
する。
【０１６８】
III．実施例
実施例１　Ｌ－セレクチンにより認識される内皮細胞上の表面糖タンパク質の同定
この実施例により、組換えＬ－セレクチンが選択的にリンパ節由来の 3 5ＳＯ 4－ラベル化
巨大分子に結合することを示す。具体的には、２つの硫酸化、フコシル化およびシアリル
化糖タンパク質を同定した。
【０１６９】
Ａ． 3 5Ｓ－硫酸塩による器官の代謝ラベル化
腸間膜または末梢（頸部、上腕、腋窩）のリンパ節を８～１６週齢の雌性ＩＣＲマウスか
ら集めた。 Ager〔 J. Cell Sci., 87:133 (1987)〕の方法に従い、リンパ節をカミソリ刃
を用いて切断して１ mm厚さの薄片とし、この薄片（通常、湿重量０．２ g）を２５ mM　Ｈ
ＥＰＥＳ、１００ U/mlペニシリンＧ、１００μ g/mlストレプトマイシン、および２００μ
Ｃｉの担体不含の〔 3 5Ｓ〕硫酸ナトリウム（ＩＣＮ  Biochemicals Inc., Costa Mesa, CA
）を含有しているＲＰＭＩ１６４０（１ ml）中に懸濁した。３７℃で４時間のインキュベ
ーションの後に、この薄片を Dulbeccoのリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）中でよく洗浄し、次
いで氷上において Potter-Elvehjemホモジナイザーを用いて溶解緩衝液〔１ mM　ＰＭＳＦ
、１％（ v/v）アプロチニン、１０μ g/mlペプスタチン、０．０２％ＮａＮ 3を含むＰＢＳ
中２％トリトンＸ－１００〕（１ ml）中でホモジナイズした。溶解は震盪器上４℃で１時
間続けた。溶解物を１０，０００× g、４℃で１時間遠心分離した。この上清にＥＤＴＡ
を最終濃度２ mMで加え、 Affi-GelプロテインＡ（２５０μ lの圧縮されたビーズ、 BioRad 
Laboratories, Richmond, CA）と共に４℃で一晩震盪することにより上清を事前浄化した
。
【０１７０】
Ｂ．Ｌ－セレクチン－ＩｇＧビーズに吸着された成分の同定
Affi-GelプロテインＡ（パック化ビーズ１０μ l）をＬ－セレクチン－ＩｇＧ〔 WO 91/082
98（１９９１年６月１３日発行）〕、ＣＤ４ -ＩｇＧ〔 Caponら , Nature 337:525 (1989)
に従い製造〕またはヒトＩｇＧ (Calbiochem, LaJolla, CA）のいずれか（３０μ l）と共
にＰＢＳ（１ ml）中にて４℃で一晩インキュベートした。このビーズ（Ｌ－セレクチン－
ＩｇＧビーズ、ＣＤ４－ＩｇＧビーズおよび huＩｇＧ－ビーズと称する）をＰＢＳ中で３
回および溶解緩衝液で１回洗浄した。ＣＤ４－ＩｇＧおよび huＩｇＧビーズを対照として
用いた。
【０１７１】
上記セクションＡに記載した事前に浄化された溶解物を１０，０００× gで１０秒間遠心
分離し、上清にＣａＣｌ 2を最終濃度５ mMで加え、この上清を直ちにＬ－セレクチン－Ｉ
ｇＧビーズ、ＣＤ４－ＩｇＧビーズまたは huＩｇＧ－ビーズと混合し（通常パック化ビー
ズ１０μ l当たり事前浄化された溶解物２００μ l）、震盪器上４℃で４時間インキュベー
トした。このビーズを溶解緩衝液で６回洗浄し、新しい試験管に移し、溶解緩衝液でもう
１回洗浄した。
【０１７２】
Ｌ－セレクチン－ＩｇＧビーズに結合した物質をＳＤＳ中、２－メルカプトエタノールの
存在下で煮沸することにより可溶化し、ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル（９または１０
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％）上で電気泳動し、ＥＮＴＥＮＳＩＦＹまたはＥＮ 3ＨＡＮＣＥ（ＮＥＮ）を用いた蛍
光間接撮影法に供した。蛍光間接撮影法により、５０ kDの成分はＥＮ 3ＨＡＮＣＥよりも
ＥＮＴＥＮＳＩＦＹを用いて一層拡散する傾向があった。再沈殿実験において、マーカー
としての予め染色された標準（ BioRad、高範囲）と共にＳＤＳ－可溶化サンプルを７．５
％ＳＤＳゲル上で電気泳動した。予め染色したオボアルブミン（４９．５ kD）を位置マー
カーとして用いることによりゲル上の５０ kDの回りの領域を切り出し、そのタンパク質を
６０ mAで一晩、 Laemmli溶離緩衝液中に電気溶離（ BioRad model 422）した。溶出液を濃
縮し、緩衝液を Centricon ３０ユニット（ Amicon, Danvers, MA）によりＰＢＳ中の１０ m
M　ＣＡＨＰＳに交換し、次いで上記の様にＬ－セレクチン－ＩｇＧビーズ、ＣＤ４ -Ｉｇ
Ｇビーズまたは huＩｇＧ－ビーズと共にインキュベートした。粗溶解物の分析のために、
事前浄化された溶解物（２００μ l）を冷アセトン（８０％ v/v）で沈殿させ、次いで上記
の様に電気泳動に供した。
【０１７３】
Ｌ－セレクチン－ＩｇＧビーズは拡散した５０ kD成分（見かけの分子量範囲は５０ kD～５
８ kD）を〔 3 5Ｓ〕－硫酸塩ラベル化腸間膜リンパ節（ＭＬＮ）または末梢リンパ節（ＰＮ
）から沈殿させた。さらに、約９０ kD（８３ kD～１０２ kD）のバンド（硫酸塩導入の点か
らみて比較的少量）が、ほとんどの分析において観察された。対照の沈殿において、ＣＤ
４－ＩｇＧおよび huＩｇＧ－ビーズは溶解物中に５０ kD主成分または９０ kD成分を認識し
なかった。粗溶解物を直接分析した場合に、他のいくつかのバンドの中で５０ kD成分が主
要な構成成分を示した。さらに〔 3 5Ｓ〕硫酸塩 rラベル化およびＬＨＲ　ＩｇＧでの沈殿
のための同一の実験法を多くの器官に適用することにより、５０ kD成分の組織分布を調べ
た。リンパ組織の中で、末梢リンパ節および腸間膜リンパ節のみが５０ kDおよび９０ kDバ
ンドを示し、バイアー斑、脾臓、および胸腺は両方に対して陰性であった。また非－リン
パ器官、例えば腎臓、肝臓、大脳および小脳は完全に陰性であった。
【０１７４】
Ｌ－セレクチン－ＩｇＧビーズはカルシウムが存在する場合に５０ kD成分を沈殿させたが
、カルシウム不在の場合には沈殿させなかった。さらに相互作用の特異性をＭＥＬ－１４
　 mAbを用いて調べた。Ｌ－セレクチン－ＩｇＧビーズをこの抗体と予めインキュベート
することにより５０ kDバンドの該ビーズヘの結合は完全にブロックされたが、クラスを一
致させた対照の抗体（抗－ＣＤ４５）では全く効果がなかった。フコイジンはＬ－セレク
チン－ＩｇＧビーズによる５０ kD成分の沈殿を完全にブロックしたが、一方で対照の多糖
（コンドロイチン硫酸 B、コンドロイチン硫酸 A、ケラタン硫酸）は完全に不活性であった
。さらに、ＰＰＭＥの存在は５０ kDバンドの強度を顕著に減少させたが、比較的高濃度が
必要であった。対照の酵母マンナン（ mnn２）は同じ濃度で全く効果がなかった。小量の
９０ kDバンドのＬ－セレクチン－ＩｇＧビーズによる沈殿もカルシウム依存性であり、Ｍ
ＥＬ－１４ mAbにより阻害可能であり、そしてフコイジンおよびＰＰＭＥによりブロック
された。
【０１７５】
最後に、糖タンパク質のシアリダーゼ処理により、Ｌ－セレクチン－ＩｇＧによる結合が
阻害されることが見いだされた。ゆえに糖タンパク質上のシアル酸は明らかに結合のため
に必須である。この結果はセレクチンとそのリガンドの間の相互作用の先の特徴付けと一
致する。
【０１７６】
実施例２　クローニングおよび配列決定のための５０ kD　Ｌ－セレクチンリガンドの精製
実施例１に記載した実験により、Ｌ－セレクチン－ＩｇＧキメラは末梢および腸間膜リン
パ節により産生される～５０ kD硫酸化内皮リガンドの生物学的な特徴付けのために利用し
得ることが示された。追加の実験により、末梢リンパ節（ＰＬＮ）を器官培養物中に入れ
たときにこのリガンドが容易に培地中へと放散されることが示されている〔 S. Watson－
未公開の観察結果〕。ゆえに、配列決定のためのＬ－セレクチンリガンドの精製における
最初の工程はネズミＰＬＮによる大量の培養培地の製造であった。劇的な精製を可能にし
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た第二の観察は、～５０ kD硫酸化Ｌ－セレクチンリガンドが培養培地のクロロホルム－メ
タノールによる処理の後に可溶性であったことである。この工程により硫酸化リガンドの
＞３５０倍の精製が行われた。次の精製工程は小麦麦芽凝集素アフィニティーカラムから
なり、これはこのリガンド中の炭水化物の見かけの高含量を利用するものであった。最終
精製工程ではＬ－セレクチン－ＩｇＧキメラアフィニティーカラムを利用して該リガンド
を精製した。この最終工程により、～５０ kD領域内に含まれる物質がＬ－セレクチンに比
較的高い親和性で結合し得る糖タンパク質に対応するであろうことが確認された。
【０１７７】
腸間膜または末梢（頸部、上腕、腋窩）リンパ節を８～１６週齢の雌性ＩＣＲマウスから
集めた。マウスを処置してその腸間膜リンパ節を除去した。通常、培養培地の１バッチを
３０匹のマウスの腸間膜節から作製した。時には、さらに少数（全リンパ節重量の約５％
）の末梢リンパ節を加えた。この節をカミソリ刃を用いて約１ mm厚さの薄片に切断し、こ
の薄片を２５ mM　ＨＥＰＥＳ緩衝液、１ U/mlペニシリンおよび１μ g/mlストレプトマイシ
ンを追加した１００ ml細胞培養ボトル中の標準的な細胞培養培地ＲＰＭＩ -１６４０（１ m
l）に加えた。培地と節の比は６ ml/３０腸間膜リンパ節であった。
【０１７８】
培養ボトルを３７℃インキュベーター中に置いた。４時間後、培地を１５ ml円錐形試験管
中に注いで５００× gで１０分間遠心分離し、大きな組織破片を除去した。この上清を再
び１５ ml Corex試験管中、２０，０００× gで１５分間遠心分離した。得られた上清をま
ず Nitexスクリーンを通して注ぎ、遠心分離の間にペレット化しない脂肪質の粒子を除去
し、次いで液体窒素を用いて急速凍結して－２０℃で保存した。
【０１７９】
タンパク質精製計画をモニターする目的のために、 3 5ＳＯ 4－ラベル化Ｓ gp５０を上述の
様に調製した培養培地に加えた。この物質は上述の培養培地１ ml中の５マウス腸間膜リン
パ節を０．５ mＣｉＮａ 3 5ＳＯ 4（ＩＣＮ）でラベルすることにより調製した。４時間後、
細胞培養培地を除去してミクロ遠心機中で１０分間遠心分離した。その上清を除去して１
００μ l圧縮プロテインＡ－アガロースビーズ（ Zymed Corp.）に加えることにより事前浄
化し、４℃で一晩震盪した。事前浄化された培地を、 Antibodies． ALaboratoryManual（ 1
988） Harlowおよび Lane, Cold Spring Harbor Laboratoryの５２２～５２３ページに概説
されている方法に従い、１ ml圧縮プロテインＡ－アガロース（ Zymed）当たり１０ mgのＬ
－セレクチン－ＩｇＧで調製した３ mlの共有架橋結合されたＬＥＣ－ＩｇＧ－プロテイン
Ａ－アガロース（ＬＥＣ×プロテインＡ－アガロース）カラムに加えた。カラムを６時間
から一晩Ｌ－セレクチン×プロテインＡ－アガロースと共に震盪した後に、１０容量のダ
ルベッコのリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）を用いて洗浄し、精製された物質（ＧｌｙＣＡＭ
としても知られる５０ kD　Ｌ－セレクチンリガンド）をＰＢＳ中の４ mM　ＥＤＴＡ（１０
ml）で溶離した。この物質を Centricon ３０（ AmiconCorp.）上で濃縮して最終容量を約
１００μ lにした。約６０，０００ cpmの物質が得られた。
【０１８０】
微量配列決定分析のための精製タンパク質を製造するために、４バッチ（約１２０マウス
）の培養培地（２４ ml）を解凍した。５０μ lの 3 5ＳＯ 4－ラベル化Ｓ gp５０（３２，００
０ cpm）を加えた。９容量（２１６ ml）のクロロホルム：メタノール（２：１）を加えて
５０ ml円錐形試験管中で３０分間室温で震盪し、５００× gで２０分間遠心分離した。上
部の水層を集め、「界面」層を再度遠心分離してできるだけ多くの水層を抽出した。この
クロロホルム：メタノール抽出を繰り返した。水層を見るために、約２０ mlのＰＢＳを加
えた。水層を集めて、残留したクロロホルム：メタノールは水層を１リットルのビーカー
に入れて換気フード中の温水浴中で３時間撹拝することにより蒸発させた。次に、以下に
おいて＜Ｃ：Ｍ（「クロロホルム：メタノール分配後」）と称されるこの物質をＰＢＳに
対して４時間透析した。同様の製造において、１３８５倍の精製がなされた。１９２００
cpmを有する透析された＜Ｃ：Ｍを４ mlの小麦麦芽凝集素（ＷＧＡ）－アガロースゲル（ V
ector Laboratories）と共に４℃で一晩震盪した。このゲルをカラム中に集め、ＰＢＳ（
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４０ ml）で洗浄し、ＰＢＳ中の０．２Ｍｎ－アセチルグルコサミンで溶離した。同様の実
験において、さらに４．４倍の精製がなされた。マウス６０匹に相当する約１５０００ cp
mを含有しているこの物質を Centricon　３０上で濃縮し、標準的な Laemmliの方法の下で
１０％ＳＤＳ－ゲル上を流した。同様の実験において、ＬＥＣ×プロテインＡ－アガロー
ス上での最終精製により全体で６０６０６倍の精製が得られた。次いで該タンパク質を Bi
oRadミニプロッター（２５０ mA定電流で２時間）において ProBlott膜（ APPlied Biosyste
ms Incorp.）上に電気プロットした。この膜（プロット）を製造者の勧めに従いクーマシ
ー R-２５０で染色し、汚れを除いた。このプロットを風乾してオートラジオグラフィーを
Kodak　ＸＡＲフィルムを用いて行った。
【０１８１】
次いで精製された物質を気相微量配列決定に供した。
【０１８２】
実施例３　タンパク質配列決定
ポリペプチド配列は、実施例２に記載したように精製した物質の気相微量配列決定により
決定した。Ｌ－セレクチン－ＩｇＧアフィニティーカラムから溶離されたタンパク質を１
０％ＳＤＳ－ゲル上で流し、 Problott膜（ Applied Biosystems Inc.）上に電気プロット
し、クーマシーＲ２５０で染色し、汚れを除いた。このプロットを風乾して Kodak　ＸＡ
Ｒフィルムに露出して硫酸塩ラベル化リガンドの位置を検出した。ゲルのこの領域を切り
出して気相微量配列決定にかけた。配列決定は本質的に上記に記載したように行った。
【０１８３】
ポリペプチド配列決定により、約５ pMレベルで明白な２５アミノ酸の範囲が明らかになっ
た（図３Ｂ）。
【０１８４】
実施例４　～５０ kD　Ｌ－セレクチンリガンドのｃＤＮＡクローニングおよび配列分析
ネズミ末梢リンパ節ｃＤＮＡライブラリーは Invitro Gen ｃＤＮＡライブラリーキットお
よびネズミ末梢リンパ節から単離されたポリＡ＋ＲＮＡを用いて構築した。重複したオリ
ゴヌクレオチドプローブのプールは、Ｎ末端配列の９～１７残基（ＱＭＫＴＱＰＭＤＡ）
から哺乳動物コドン使用規則を基にして選択された縮重したコドンを用いて得た。コドン
はＣＡＧ、ＡＴＧ、ＡＡＧ、ＡＡＡ、ＡＣＡ、ＡＣＴ、ＡＣＣ、ＣＣＡ、ＣＣＴ、ＣＣＣ
、ＧＡＴまたはＧＡＣであった。ＧＣのみを５′Ａｌａコドンのために用いた。２６－ me
rオリゴヌクレオチドをポリヌクレオチドキナーゼにより 3 2Ｐラベル化し、１，０００，
０００の gＴ１０バクテリオファージを２０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ（１５０ mM　Ｃ
ａｃｌ、１５ mMクエン酸三ナトリウム）、５０ mMリン酸ナトリウム（ pH７．６）、５× De
nhardt溶液、１０％硫酸デキストランおよび２０μ g/mlの変性して勇断したサケ精子ＤＮ
Ａを含む２０プレートから得た複製ニトロセルロースフィルターに４２℃で一晩ハイブリ
ダイズさせた。このフィルターを１×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ中、４２℃で２回３０分間
洗浄して－７０℃で一晩オートラジオグラフィーを行った。１個の複製物の陽性ファージ
をプラーク精製し、 Eco Ｒ１挿入物をｐＧＥＭベクター中にサブクローン化した。両鎖の
全ヌクレオチド配列は Sequenaseキットによるスーパーコイン（ supercoin）配列決定によ
り得た。 In situハイブリダイゼーションおよびノーザンブロット分析のために、ポリＡ
尾部を欠いているポリメラーゼ連鎖反応フラグメントを合成し、次いでｐＧＥＭベクター
（ＰＲＯＭＥＧＡ）中にサブクローン化した。コード化ｃＤＮＡのヌクレオチド配列を図
４に示す。該クローンは１５１アミノ酸からなる１個の読み取り枠を有する短い（約６０
０ bp）ｃＤＮＡを含んでいた。「 Kozak box」（ＣＣＡＣＣＡＴＧＡ）は最初のコード化
メチオニンの回りに見られた〔 Kozak, M. CellBiology 115:887 (1991)〕。このメチオニ
ンに続いて、タンパク質の分泌経路への移動のためのシグナル配列として機能すると思わ
れる１９アミノ酸の長い疎水性の高い配列が存在した。この領域に続いてＬ－セレクチン
－ＩｇＧ結合物質のＮ末端配列決定により決定された配列とほとんど正確に対応している
配列が存在する。このシグナル配列がプロセシングされた１３２アミノ酸タンパク質はセ
リンおよびトレオニンに非常に富み、これらの残基に対応する約２９％のコード化アミノ
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酸を有していた。
【０１８５】
おそらくもっと重要であろうが、これらのセリンおよびトレオニン残基は糖タンパク質の
２つの領域に密集していることが見いだされた（図３Ｄ）。領域１（残基４２～６３）は
１２個のセリンまたはトレオニンを含む（～５５％）ことが見いだされた一方、領域１１
（残基９３～１２２）は１４個のセリンまたはトレオニン残基を含む（～４８％）ことが
見いだされた。これらの領域内で、セリンおよびトレオニン残基は通常２、３または４つ
の群に密集していることが見いだされた。このタンパク質はシステイン残基を欠き、１個
の可能性のあるＮ－結合性グリコシル化部位（残基１１５～１１７）が存在していた。シ
ステイン残基の欠如は、ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル上の硫酸塩－ラベル化リガンド
の移動度がジスルフィド還元剤の不在により影響されないことを示した以前のデータ（ S.
 Imaiおよび S. Rosen未公開の観察結果）と一致していた。さらに１個の可能性のあるＮ
－結合性部位は、以前に示された～５０ kDリガンド上のＮ－グリカナーゼ（ glycanase）
－感受性の炭水化物側鎖が少数であることと一致した。最終的に、プロセシングされたタ
ンパク質の分子量は～１４，１５４ kDであることが見いだされた。単離されたＬ－セレク
チンリガンドの分子量は～５０ kDであるから、この結果により～７０ kDの糖タンパク質の
塊りはＯ－結合性炭水化物であることが示され〔 Carrawayおよび Hull, BioAssays 10(4),
 117-121 (1989)〕、結果は単離された糖タンパク質をクーマシーブルーで染色すること
ができないことと一致する。
【０１８６】
このｃＤＮＡによりコードされるタンパク質のＣ末端を調べることにより、穏やかな疎水
性領域が明らかとなったが、明らかなトランス－メンブラン・アンカーリングモチーフは
なかった。この領域がホスファチジルイノシトール（ＰＩ）尾部の付加を支配しているシ
グナルに対応する可能性がある一方で、リンパ節切片のホスファチジルイノシトールホス
ホリパーゼＣ（ＰＩＰＬＣ）による処理ではリガンドを内皮細胞から除去しないようであ
る（ M. Simger, S. Watson, R. Mebius－未公開の観察結果）。この結果は～５０ kDリガ
ンドが P１尾部を用いて細胞表面と結合する可能性の反証を挙げるものではないが、これ
は他の可能性のある細胞表面への結合がこの糖タンパク質により利用されているかもしれ
ないことを示唆する。両親媒性ヘリックスを探索するプログラムを用いてＣ末端の２１ア
ミノ酸を調べることにより、この糖タンパク質のＣ末端は非常に重要な両親媒性ヘリック
スをコードしていることが明らかになった（図３Ｃ）が、この可能性のあるヘリックス領
域の１つの面は非極性残基を含んでおり、また他の面は極性残基を含んでいる〔 J. Mol. 
Biol. 81:155 (1984)〕。
【０１８７】
実施例５　ペプチドに対する抗体の製造
単離されたｃＤＮＡがＬ－セレクチンリガンドのタンパク質の背骨に対応する配列をコー
ドすることを最終的に証明するために、本発明者らは単離されたリガンドｃＤＮＡのヌク
レオチド配列から推定されるアミノ酸配列から得られるペプチドを Applied Biosystemsペ
プチド合成装置上で製造した。Ｎ－末端（ＣＡＭ０１：ＬＰＳＫＤＥＬＱＭＫＴＣ）、タ
ンパク質の中央領域（ＣＡＭ０２：ＣＫＥＰＳＩＦＲＥＥＬＩＳＫＤ）、およびタンパク
質のＣ末端（ＣＡＭ０５：ＣＩＩＳＧＡＳＲＩＴＫＳ）に由来するペプチドを、付加した
下線システイン残基を介して鍵穴カサガイ（ keyhole limpet）のヘモシアニンに結合させ
、ウサギに注射し、続いて通常の免疫実験を行った。免疫前の血清および接種されて追加
免疫されたウサギから得た血清を集め（ここでウサギポリクローナル抗ペプチド血清をＣ
ＡＭ０１、ＣＡＭ０２、ＣＡＭ０５と称する）、各血清を、上記の様にＬ－セレクチン－
ＩｇＧキメラに結合させることにより精製した硫酸塩ラベル化Ｌ－セレクチンリガンドを
免疫沈降させるその能力について試験した。
【０１８８】
クローン化タンパク質がＬ－セレクチンＩｇＧキメラを用いて培養培地から精製された 3 5

Ｓ－ラベル化物質と同じであることを証明するために、Ｌ－セレクチン－ＩｇＧ精製 3 5Ｓ
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－ラベル化物質の免疫沈降を行った。２つの別々の実験について以下の方法を用いた。免
疫沈降ビーズの調製のために、２５μ lパック化プロテインＡ－セファロースビーズ（ Zym
ed Laboratories）＋２５μ lウサギ血清＋３５０μ l　ＰＢＳをミクロ遠心管中で共に４
℃で３時間震盪させる。各試験管をＰＢＳで３回洗浄して非結合免疫グロブリンを除去す
ると、２５μ lのビーズのみが残る。約６，０００ cpmのＬ－セレクチン－ＩｇＧ精製 3 5Ｓ
－ラベル化物質を含有しているＰＢＳ（６０μ l）を加える。これを１５分ごとに試験管
を軽く動かしながら氷上で３時間インキュベートする。３時間後、ミクロ遠心管を回転さ
せてビーズをペレット化する。上清（４５μ l）を取り去り、４× Laemmliサンプル緩衝液
（１５μ l）と混合してＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析のために煮沸する。ペレット化されたビー
ズをＰＢＳで３回洗浄し、新しい試験管に移し、上清を静かにデカンテーションして試験
管中に最終容量４５μ lを残す。４× Laemmliサンプル緩衝液（１５μ l）を加えてＳＤＳ
－ＰＡＧＥ分析のために煮沸する。このＳＤＳゲルは還元条件下で流した。免疫グロブリ
ン重鎖は還元条件下では５０ kDで流出し、ラベルされたバンドを圧縮する。この実験にお
いて免疫前の血清はいずれも該ラベルと相互作用しないが、一方でＣＡＭ０１およびＣＡ
Ｍ０５は部分的な効果を有し、ＣＡＭ０２は該バンドを完全に免疫沈降させる。この実験
を以下の差異のもとにＣＡＭ０２について繰り返した。該ゲルを５０ kDバンドが圧縮され
ないように非還元条件下で流した（本発明者らは還元条件下のＳＤＳゲルにおいてＬ－セ
レクチン－ＩｇＧ精製 3 5Ｓ－ラベル化物質が移動性を変化させないことを事前に確認して
いた）。さらに、１つの試験管について、抗体－抗原相互作用の特異性を示すために、Ｃ
ＡＭ０２抗体を被覆したビーズを１ mg/mlＣＡＭ０２ペプチドと氷上で３０分間予めイン
キュベートした。最終的に、同様の実験計画を用いて Caltagが作成したＬ－セレクチンの
Ｃ末端ペプチドに対する無関係な対照ペプチド抗体〔ＲＯＳＹ（ロージー）１Ｂと称する
〕も試験した。両ゲルを Enhance（ New England Nuclear）を用いた蛍光間接撮影法に供し
、 Kodak Xarフィルムを用いてオートラジオグラフィーを行った。ＣＡＭ０２はＬ－セレ
クチン－ＩｇＧ精製 3 5Ｓ－ラベル化物質を完全に免疫沈降させ、ＣＡＭ０２免疫前および
ＲＯＳＹ　１Ｂは効果を有さない。遊離のＣＡＭ０２ペプチドは特異的な免疫沈降をブロ
ックする。この結果を図５ＡおよびＢに示す。
【０１８９】
実施例６　Ｌ－セレクチンリガンドの発現
図６は～５０ kD　Ｌ－セレクチンリガンドをコードしている mＲＮＡのノーザンブロット
分析を示す。図６Ａにおいて見られるように、 mＲＮＡはポリＡ＋分画中にコードされて
おり、～０．７ kDの分離したバンドに対応する。このバンドの鮮明度は有意なレベルの別
のＲＮＡスプライシングの反証となっており、単離されたリガンドクローンを用いたネズ
ミＰＬＮ　ｃＤＮＡライブラリーの再スクリーニングにより、他のいかなるスプライスさ
れた形態のメッージも明らかにされていない。リンパ節により排出される領域での炎症応
答の誘導により、リガンドをコードしている mＲＮＡの量の相対的な減少が示されており
、これはおそらく新しく移動しているリンパ球由来のポリＡ＋ mＲＮＡの大きな寄与によ
るものであろう。この結果はリガンドが炎症の間、ＰＬＮ　ＨＥＶ中に劇的に誘導される
ようではないことを示すが、この実験から量的な結論を出すのは困難である。異なる領域
のリンパ節におけるこの mＲＮＡの発現を調べることにより、本発明者らが調べた全ての
領域のＰＬＮにおいてこれが発現されていることが示された（図６Ｂ）。
【０１９０】
多くの異なるリンパ系および非リンパ系組織におけるＬ－セレクチンリガンドをコードし
ている mＲＮＡの発現の分析により、この配列は非常に組織－特異的な方法で発現されて
いることが明らかである。図６Ｃは該リガンドに対応する mＲＮＡが腸間膜および末梢リ
ンパ節の両方において強力に発現されることを示す。これは、硫酸塩－ラベル化リガンド
がこれらの２つの器官においてのみ発現されることが見いだされた以前の実験と一致する
。さらにこのメッセージは肺において有意なレベルで、そしてバイアー斑において非常に
低いレベルで発現される。この mＲＮＡは多くの非リンパ系器官においては検出不可能で
あり、他の２つのリンパ系器官、脾臓および胸腺において見いだされない。この後者の結
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果により、リガンドが脈管構造のサブセット、すなわち末梢リンパ系組織において見られ
るＨＥＶにおいてのみ有意に発現され得ることが強く示唆される。
【０１９１】
該リガンド mＲＮＡがＨＥＶにおいて発現されることを証明するために、 in situハイブリ
ダイゼーションを行った。既述の方法〔 Wilcoxら , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:2839
 (1989)〕を用いて in situハイブリダイゼーションによりリガンド発現について組織を分
析した。末梢リンパ節およびバイアー斑を有する小腸の切片をマウスから採収し、パラホ
ルムアルデヒド中に固定化し、次いでスクロースに浸した。組織をＯＣＴ化合物（ Miles 
Scientific）中に埋め込み、イソペンタン中で凍結させて８ミクロン切片に切断した。こ
の切片を Vectabond被覆化スライド（ Vector Laboratories）上に解凍－固定した。 3 5Ｓ－
ラベル化ＲＮＡプローブは既述の方法（ Meltonら 1984）を用いてセンスおよびアンチセン
ス方向で生成させた。ハイブリダイゼーションのために、切片を４％パラホルムアルデヒ
ド（１０分間）、プロテイナーゼＫ（１μ g/ml、１０分間）で順に処理し、続いて１００
μ lのハイブリダイゼーション緩衝液（５０％ホルムアミド、０．０３Ｍ　ＮａＣｌ、２
０ mM　トリス－ＨＣｌ、５ mM　ＥＤＴＡ、１× Denfardt溶液、５％デキストラン硫酸、１
０ mMジチオトレイトール）を用いて４２℃で２時間プレハイブリダイゼーションした。プ
ローブを最終濃度８×１０６ cpm/mlで加え、次いで５５℃で一晩インキュベーションした
。スライドを１０ mM　βメルカプトエタノール（ＢＭＥ）、１ mM　ＥＤＴＡを含む２×Ｓ
ＳＣで洗浄し、続いて３０分間の処理（２０μ g/mlで３０分間）をした。ＥＤＴＡおよび
ＢＭＥを含む０．１×ＳＳＣからなる高ストリンジェンシー洗浄を５５℃で２時間行った
。スライドを０．５×ＳＳＣ中で洗浄し、エタノールの濃度を上昇させることにより脱水
し、真空乾燥した。スライドをＮＴＢ２核乳剤（ Kodak）中に浸し、５週間まで感光させ
た。スライドを現像し、ヘマトキシリンおよびエオシンで対比染色した。陰性対照はセン
スプローブを有する一連の切片のハイブリダイゼーションからなっていた。図７に見られ
るように、単離されたリガンドｃＤＮＡクローンによりコードされているアンチセンス鎖
は末梢リンパ組織のＨＥＶに明らかにハイブリダイズするが、センス鎖はいかなる有意な
ハイブリダイゼーションも示さない。この結果によりリガンドｃＤＮＡに対応する mＲＮ
ＡはＨＥＶ細胞により合成され、腸間膜およびＰＬＮのこの領域へのＬ－セレクチンリガ
ンドの局在性を示している以前の免疫組織化学的なデータと一致することが明白に示され
る。
【０１９２】
本明細書中に開示されるデータは、Ｌ－セレクチンに対する内皮性リガンドが独特のムチ
ン型糖タンパク質であるという仮説と一致する。定義によりムチンは、セリン／トレオニ
ンに富むタンパク質であり、その分子量は主にＯ－結合性炭水化物側鎖によるものである
〔 Cysterら , The Embo J. 10:893 (1991), Fukuda, M., Glycobiology 1:347 (1991), Ge
ndlerら , Am. Rev. Respir. Dis. 144:S42 (1991), Gumら , The J. of Biol. Chem. 266:
22733 (1991), Porchetら , Am. Rev. Resp. Dis. 144:S15 (1991)〕。本明細書中で開示
されるＬ－セレクチンリガンドにおいて見られる高いセリンおよびトレオニン含量は、タ
ンパク質の高度なグリコシル化（分子量で～７０％）と一緒になって、リガンド上の炭水
化物の大部分が実際にＯ－結合性であることを示唆し、～５０ kDの硫酸化ＰＬＮリガンド
のＮ－グリカナーゼ耐性を示している以前の実験が確認された。Ｏ－結合性炭水化物がＬ
－セレクチンのレクチンドメインにより媒介される接着性相互作用に直接関係するようで
あるという事実は、本明細書中で開示されるタンパク質の背骨の役割が炭水化物の提供の
ための骨格としてのものであるらしいことを示唆する。ゆえに、このタンパク質は組織－
特異的な方法でＬ－セレクチンのレクチンドメインに炭水化物を提供するために機能する
新規な型の細胞接着分子を表す。このように、この「骨格」の局所での発現がリンパ球群
の局所交通の結果を与えるのであろう。
【０１９３】
セレクチンヘの炭水化物提供のための骨格としてのムチン様糖タンパク質の使用は、ムチ
ン構造について現在知られていることとの関連の上で見たときに意味を持つ。ムチン等の
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高度なＯ－結合性糖タンパク質の構造の以前の研究により、これらの分子が高度に拡張さ
れた、いくらか棒状の分子である傾向があることが明らかになっている。例えば、白血球
表面のムチン・ロイコシアリン（シアロホリン、ＣＤ４３）（ Cysterら , 1991, 上記 ;Fuk
uda 1991, 上記）は固い棒状構造を形成することが示されており、他のムチンの物理化学
的分析により同様の棒状構造が特に高度なＯ－グリコシル化領域において示されている〔
Harding, S. E., Advances in Carbohydrate Chemistry and Biochemistry 47:345 Acade
mic Press, Inc. (1989), Jentoft, N., TIBS 15:291 (1990)〕。さらに、他の非－ムチ
ンタンパク質、例えば崩壊促進因子（ＤＡＦ）および低密度リポタンパク質（ＬＤＬ）レ
セプターは、グリコカリックスを介してレセプターを広げるように機能し得る棒状のドメ
インを形成するらしい高度なＯ－結合性ドメインを細胞表面の近くに有する（ Jentoft 19
91, 上記）。この棒状構造はまさに、セレクチンのレクチンドメインに炭水化物を提供す
ることを役割とする分子について予想されるであろう構造である。図６に図示したモデル
に示すように、Ｌ－セレクチンリガンドはＨＥＶの管腔中に拡張する「瓶洗いブラシ」と
して考えることができる。これにより、リンパ球表面に局在化しているＬ－セレクチンの
レクチンドメインに多数のＯ－結合性炭水化物リガンド（ブラシの荒毛）が適切に提供さ
れ、このようにして内皮細胞への接着を媒介する。リガンド上の２つのドメインヘのこれ
らの炭水化物の見かけ上の密集は、リンパ球－ＨＥＶ接着性相互作用の結合親和力を高め
るために多価の様式でそれらが提供され得ることを示唆している。即ち、Ｌ－セレクチン
リガンドのムチン様の性質は、拡張された棒状のプラットホームを介して多価の炭水化物
リガンドをＬ－セレクチンのレクチンドメインに提供するように機能し得るであろう。的
確に言えば、これは免疫系における細胞接着の新しい機構を規定するものであろう。
【０１９４】
本明細書中で開示された発現分析により、Ｌ－セレクチンにより媒介される局所のリンパ
球交通の調節がリガンド mＲＮＡの組織特異的発現によるものであろうと示唆される。本
発明者らは、Ｌ－セレクチンを介するリンパ球－ＨＥＶ相互作用を媒介しているとして以
前に記載された組織のみがリガンドに対する高レベルの mＲＮＡを発現することを見いだ
したが、バイアー斑における非常に低レベルの mＲＮＡは多少予期しなかったことであっ
た〔 Gallatin, Cell 44:673 (1986), Butcher, Am. J. Pathol. 136:3 (1990), Imaiら , 
J. Cell Biol. 113, 1213 (1991), Streeterら , J. Cell Biol.107, 1853 1988b, Woodru
ffら , Annu. Rev. Immunol. 5, 201 (1987)〕。これらの結果は、局所の交通は少なくと
も一部分において本明細書中に開示した該リガンド mＲＮＡの転写活性化により制御され
ているという可能性と一致し、外因性因子はリガンド遺伝子の転写を制御することにより
Ｌ－セレクチン－介在性接着を調節し得ることを示している。もちろん該リガンドのタン
パク質の背骨はＬ－セレクチン接着を媒介するには不十分であり、この背骨上に見られる
炭水化物リガンドの作成に関与するグリコシル－トランスフェラーゼを制御している遺伝
子も転写調節されているかもしれない。この後者の可能性は、非－ＨＥＶ細胞において本
明細書中に開示したｃＤＮＡの発現により産生されるリガンド糖タンパク質の活性を調べ
ることにより現在試験可能である。別レベルの調節が、適当なＬ－セレクチン－特異的炭
水化物側鎖を～５０ kDリガンドが受容する一方で他のＯ－結合性糖タンパク質が受容しな
い機構に関係しているのかもしれない。本明細書中に開示されるＬ－セレクチンリガンド
が慢性または急性の炎症部位において異所的に発現され、リンパ球または好中球の交通を
媒介し得るという可能性は研究すべきものとして残されている〔 Watsonら , Nature 349:1
64 (1991)〕。バイアー斑において検出される非常に低いレベルのリガンド mＲＮＡの発現
はこのような調節可能な異所性の発現を示すものである可能性がある。
【０１９５】
本明細書中に開示される～５０ kDのリガンドがタンパク質一炭水化物相互作用を介してＬ
－セレクチンに容易に接着することは明らかであるが、このリガンドが内皮細胞表面と結
合する機構は明らかにすべきものとして残されている。本発明において見いだされた急速
な放散は器官培養物の人工産物であり得たが、該リガンドの活性な放散型がウシ（ J． Gil
bert－未公開観察結果）またはネズミ（ S. Watson－未公開観察結果）血清から精製し得
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ることを示している他のデータはこのリガンドがインビボで放散され得ることを示してい
る。他の多くの細胞表面接着分子、例えばＬ－およびＰ－セレクチン〔 Johnstonら , Cell
 56, 1033 (1989)〕およびＩＣＡＭ　１〔 Rothleinら , J. 1mmunol. 147:3788 (1991)〕
は放散されることが見いだされており、多くの場合においてこの放散は生理学的に重要で
あるらしい。本明細書中に報告したリガンドの急速な放散は、ＨＥＶの管腔表面との比較
的ゆるい結合を示す。このような結合の１つは上記の両親媒性ヘリックスによる媒介が可
能であり、図８に示すモデルで説明することができた。このヘリックス領域は膜に架橋し
て同時に膜の接着およびリガンドのオリゴマー型の形成を媒介することができた。該リガ
ンドがオリゴマー化し得ることはゲル濾過実験の間に見いだされた（ Y． Imaiおよび S． Ro
sen－未公開観察結果）。他の多くのタンパク質は両親媒性ヘリックスを膜結合および孔
形成のために利用することが見いだされており〔 Haffarら , J. Cell Biol. 107:1677 (19
88), Eisenberら , J. Mol. Biol. 179:125 (1984), Finer-Mooreおよび Stroud, Proc. Na
tl. Acad. Sci. USA 81:155 (1984)〕、ゆえにこのドメインはＬ－セレクチンリガンドの
場合に同様の様式で機能し得る可能性がある。別の仮説は、両親媒性ヘリックスが内皮細
胞表面とより堅固に結合されている別のタンパク質と弱い相互作用をし得るというもので
ある。また、該リガンドは現在不明の様式でグリコカリックス中に組み込まれてる可能性
がある。最後の可能性は、Ｌ－セレクチンレクチンドメインに結合するいくつかのＨＥＶ
リガンドが存在し、そのうちのいくつかは、例えば Imaiら〔 (1991), 上記〕により開示さ
れている～９０ kD硫酸化リガンドまたは Streeterら〔 J. Cell Biol. 107, 1853 (1988b)
〕により開示されているＰＬＮアドレシン等の様に内皮細胞表面と堅固に結合されており
、そして他のものは本明細書中に開示される～５０ kDリガンドの様に放散されるというも
のである。
【０１９６】
本明細書中に開示したムチン様内皮性リガンドとモノクローナル抗体ＭＥＣＡ７９により
定義される既に報告されているタンパク質の群〔 pln“アドレシンス” Streeterら , Natur
e (Lond.) 331:41, J. Cell Biol. 107, 1853 (1988), Bergら , Immunol. Rev. 108:5 (1
991)〕の間の関係は明らかにすべきものとして残されている。 Imaiら〔 (1991), 上記〕は
本明細書中に開示したリガンドがＭＥＣＡ７９抗体（未知の炭水化物決定基に結合する抗
体）により認識されることを既に示したが、 Streeterら〔 (1988b), 上記〕および Bergら
〔 (1991), 上記〕は多くの他の糖タンパク質もこの炭水化物様エピトープを発現するらし
いことを示している。したがって、Ｌ－セレクチンのレクチンドメインに炭水化物を提供
する他の内皮性糖タンパク質が存在する可能性がある。ゆえに本明細書中に報告したムチ
ン様リガンドに特異的なモノクローナル抗体の開発は、Ｌ－セレクチン－介在性の交通の
ための接着性リガンドとして本糖タンパク質と他のものの相対的な寄与の評価を可能にす
るであろうから、非常に重要であろう。
【０１９７】
～５０ kDのＬ－セレクチンリガンドは免疫系における細胞接着に関与する分子の４番目の
型である：１）白血球インテグリン、２）そのリガンド、免疫グロブリン（ Ig）スーパー
ファミリー構成員、３）セレクチン、および４）～５０ kDＬ－セレクチンリガンド。該イ
ンテグリン、 Igスーパーファミリー構成員、およびセレクチンの全ては種々の関連の分子
を含んでいるファミリーからなることが見いだされている。本明細書中に開示したリガン
ドの特徴のゆえに、本発明者らはこの出願中に用いた扱いにくい名称をより記述的な用語
であるＧＬＹＣＡＭ１〔ＧＬＹ cosylation dependant Cell Adhesion Molecule（グリコ
シル化依存性細胞接着分子）〕と置き換えることを提案する。
【０１９８】
上記に特に好ましい態様について示しているが、本発明はそのように限定されないことは
理解されるであろう。当業者は、開示された態様に対して本発明の全体の概念から逸脱こ
となく種々の修飾を行うことができるであろう。このような全ての修飾は本発明の範囲内
にあることが意図されている。
【図面の簡単な説明】
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【図１】図１は、ｃＤＮＡクローニングにより決定されたセレクチン（ＬＥＣ－ＣＡＭ）
ファミリー構成員の構造を示す。示したのはＬ－セレクチン、Ｅ－セレクチンおよびＰ－
セレクチンの構造である。レクチン、上皮増殖因子（ＥＧＦ）、および多重性短共通反復
（ multiple short consensus repeats）（ SＣＲ s）を、 Johnstonら〔 Cell 56, 1033 (198
9)〕により最初にＧＭＰ－１４０について提示された仮定的なジスルフィド結合と共に示
す。また、Ｎ末端配列（後に成熟タンパク質において切断される）を疎水性トランスメン
ブラン・スパニング・アンカー（ＴＭ）および細胞質尾部と共に示す。またＰ－セレクチ
ンの他の２つの形態を示すが、一方は scr－７ドメインを欠失し、もう一方はメンブラン
・スパニング・アンカーを欠失している。
【図２】図２はセレクチンファミリーの構成員をコードしている遺伝子の構造を示す。ヒ
トおよびネズミのＬ－セレクチン、ヒトＥ－セレクチンおよびヒトＰ－セレクチンをコー
ドしているゲノム構造を示す。黒い箱は様々な構造のモチーフをコードするエキソン、例
えばネズミ遺伝子の開始コドン（ＡＴＧ）、シグナル配列（ＳＳ）、レクチン（ＬＥＣ）
、上皮増殖因子（Ｅ）、短共通反復（ＳＣＲ）、トランスメンブラン・アンカー（ＴＭ）
および細胞質ドメイン（ＣＤ）、およびこれらのタンパク質コード化ドメインを隔てるイ
ントロンをコードする介在領域を示す。ヒトにおいては、３つ全てのセレクチン遺伝子は
互いに染色体１の長アーム上の一群のタンパク質（その全てが異なる数の短いＳＣＲエキ
ソンを含む）をコードしている遺伝子座の近くの２００キロ塩基以内にある。またネズミ
Ｌ－セレクチンはネズミ染色体１上であって、ヒト染色体１相同体において見い出される
領域と同調の領域中にコードされている。
【図３Ａ】図３Ａは～５０ kD　Ｌ－セレクチンリガンドの精製およびＮ末端アミノ酸配列
を示す。培養培地からのリガンドの精製は後に添加した 3 5Ｓ－ラベル化リガンドによりモ
ニターした。レーンＡ：開始培養培地。レーンＢ：クロロホルム：メタノール分配後の水
層。レーンＣ：ＬＥＣ－ＩｇＧ結合物質であり、括弧で囲んだ範囲を気相タンパク質配列
決定のために切り出した。レーンＡ－ＣはクマシーＲ－２５０で染色した ProBlott膜であ
る。レーンＤはレーンＣのオートラジオグラフである。
【図３Ｂ】図３Ｂ：末端アミノ酸配列。
【図３Ｃ】図３Ｃ：Ｃ末端の２１のアミノ酸を回転（ wheel）プログラムにより分析した
。このプログラムはヘリックス領域の円筒部を見下ろしたものを表示し、ヘリックスの周
りのアミノ酸残基を示す。非極性のアミノ酸は白抜きの囲みで示し、極性のアミノ酸は陰
をつけた囲みで示す。
【図３Ｄ】図３Ｄ：Ａにおける推定アミノ酸配列から得たハイドロパシー・プロットを示
す。黒丸はセリンまたはトレオニン残基に対応し、白抜きの丸は可能性のある１個のＮ－
結合性グリコシル化部位のＡＳＮである。～５０ kDリガンドの推定されたドメイン構造を
シグナル配列（ＳＳ）、Ｏ－結合性領域Ｉおよび IIならびにＣ末端両親媒性ヘリックス領
域と共に上に示す。
【図４Ａ】図４はＬ－セレクチンに対する内皮性リガンドのコアタンパク質のヌクレオチ
ドおよびコードされたアミノ酸配列を示す。陰を付けていない囲みは最初のメチオニンコ
ドンの周りの Kozak翻訳開始部位を示す。残基２０を起点とする点線を下に付けたアミノ
酸配列は、位置３４のＴＨＲ（Ｎ末端配列ではＭＥＴ）を除き、Ｌ－セレクチン精製リガ
ンドのＮ末端配列決定により決定されたアミノ酸配列（図３Ｂ）に対応する。推定された
アミノ酸配列中のセリンおよびトレオニン残基は陰をつけた囲み中に示す。
【図４Ｂ】図４はＬ－セレクチンに対する内皮性リガンドのコアタンパク質のヌクレオチ
ドおよびコードされたアミノ酸配列を示す。陰を付けていない囲みは最初のメチオニンコ
ドンの周りの Kozak翻訳開始部位を示す。残基２０を起点とする点線を下に付けたアミノ
酸配列は、位置３４のＴＨＲ（Ｎ末端配列ではＭＥＴ）を除き、Ｌ－セレクチン精製リガ
ンドのＮ末端配列決定により決定されたアミノ酸配列（図３Ｂ）に対応する。推定された
アミノ酸配列中のセリンおよびトレオニン残基は陰をつけた囲み中に示す。
【図５Ａ】図５Ａは、Ｌ－セレクチン精製した～５０ kDリガンドのペプチド抗体による免
疫沈降を示す。図５Ａおよび５Ｂの説明のための記号は以下の通りである：
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Ｐ１＝免疫前ＣＡＭ０１－ビーズ
Ｐｓ１＝免疫前ＣＡＭ０１－免疫沈降後に残った上清
Ｉ１＝免疫ＣＡＭ０１－ビーズ
Ｉｓ１＝免疫ＣＡＭ０１－免疫沈降後に残った上清
Ｐｓ２＝免疫前ＣＡＭ０２－免疫沈降後に残った上清
Ｉｓ２＝免疫ＣＡＭ０２－免疫沈降後に残った上清
Ｉ２＝免疫ＣＡＭ０２－ビーズ
ＰＥＰ＝遊離のペプチド
【図５Ｂ】図５Ｂは、Ｌ－セレクチン精製した～５０ kDリガンドのペプチド抗体による免
疫沈降を示す。
【図６Ａ】図６：～５０ kD　Ｌ－セレクチンリガンドをコードしている mＲＮＡの発現の
ノーザンブロット分析。Ａ：全体（ａ）またはポリＡ＋（ｂ、ｃ）ＲＮＡを正常（ａ、ｂ
）または炎症を起こした（ｃ）末梢リンパ節から単離し、ホルムアルデヒドゲル上で泳動
し、図４に示したｃＤＮＡを用いたノーザンブロット分析により分析した。
【図６Ｂ】図６：～５０ kD　Ｌ－セレクチンリガンドをコードしている mＲＮＡの発現の
ノーザンブロット分析。Ｂ：ポリＡ＋ＲＮＡをａ）上腕、ｂ）腋窩、ｃ）くび、ｄ）膝窩
およびｅ）全末梢リンパ節から単離し、Ａ、ＣおよびＤにおいて記述するようにノーザン
ブロットにおいてリガンドｃＤＮＡとハイブリダイズさせた。ポリＡ＋ＲＮＡをａ）末梢
リンパ節、ｂ）肝臓、ｃ）バイヤー斑、ｄ）胸腺、ｅ）骨格筋、ｆ）腸間膜リンパ節、ｇ
）精巣、ｈ）肺、ｉ）心臓、ｊ）脾臓、ｋ）脳およびｌ）腎臓から単離し、ノーザンブロ
ット上で（Ｃ）Ｌ－セレクチンリガンドに対応するｃＤＮＡまたは（Ｄ）ニワトリβアク
チンｃＤＮＡとハイブリダイズさせた。
【図６Ｃ】図６：～５０ kD　Ｌ－セレクチンリガンドをコードしている mＲＮＡの発現の
ノーザンブロット分析。ポリＡ＋ＲＮＡをａ）末梢リンパ節、ｂ）肝臓、ｃ）バイヤー斑
、ｄ）胸腺、ｅ）骨格筋、ｆ）腸間膜リンパ節、ｇ）精巣、ｈ）肺、ｉ）心臓、ｊ）脾臓
、ｋ）脳およびｌ）腎臓から単離し、ノーザンブロット上で（Ｃ）Ｌ－セレクチンリガン
ドに対応するｃＤＮＡとハイブリダイズさせた。
【図６Ｄ】図６：～５０ kD　Ｌ－セレクチンリガンドをコードしている mＲＮＡの発現の
ノーザンブロット分析。ポリＡ＋ＲＮＡをａ）末梢リンパ節、ｂ）肝臓、ｃ）バイヤー斑
、ｄ）胸腺、ｅ）骨格筋、ｆ）腸間膜リンパ節、ｇ）精巣、ｈ）肺、ｉ）心臓、ｊ）脾臓
、ｋ）脳およびｌ）腎臓から単離し、ノーザンブロット上で（Ｄ）ニワトリβアクチンｃ
ＤＮＡとハイブリダイズさせた。
【図７Ａ】図７：～５０ kD　Ｌ－セレクチンリガンドをコードしている mＲＮＡの発現の
その場でのハイブリダイゼーション分析。末梢リンパ節切片をＬ－セレクチンリガンドｃ
ＤＮＡに対応しているアンチセンス（Ａ）ハイブリダイゼーションプローブとハイブリダ
イズさせ、洗浄し、感光乳剤に６週間感光させて現像した。ＨＥＶの形態は細静脈の周り
の点線で示す。
【図７Ｂ】図７：～５０ kD　Ｌ－セレクチンリガンドをコードしている mＲＮＡの発現の
その場でのハイブリダイゼーション分析。末梢リンパ節切片をＬ－セレクチンリガンドｃ
ＤＮＡに対応しているセンス（Ｂ）ハイブリダイゼーションプローブとハイブリダイズさ
せ、洗浄し、感光乳剤に６週間感光させて現像した。ＨＥＶの形態は細静脈の周りの点線
で示す。
【図８】図８：～５０ kD　セレクチンリガンド構造のモデル。末梢リンパ節ＨＥＶの管腔
表面上の～５０ kD　Ｌ－セレクチンリガンドの構造についての１つの可能なモデルを示す
。拡張されたブラシ様の領域は、高度にＯ－グリコシル化された状態におけるＯ－結合性
領域Ｉおよび IIに対応する。拡張が少ない領域はＮ末端および中央のセリン／トレオニン
に乏しいドメインに対応する。このモデルにおいて膜接着は、極性領域が互いに相互作用
してオリゴマーを形成し、ヘリックスの非極性面が脂質二重層と相互作用するような、Ｃ
末端の両親媒性ヘリックス領域のオリゴマー化およびこれらの領域の膜への挿入により行
われる。本明細書中に開示するように、他の多数のモデルもまた等しく存在し得る。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ Ａ 】

【 図 ３ Ｂ 】

【 図 ３ Ｃ 】
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【 図 ３ Ｄ 】 【 図 ４ Ａ 】

【 図 ４ Ｂ 】 【 図 ５ Ａ 】

【 図 ５ Ｂ 】
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【 図 ６ Ａ 】

【 図 ６ Ｂ 】

【 図 ６ Ｃ 】

【 図 ６ Ｄ 】

【 図 ７ Ａ 】

【 図 ７ Ｂ 】

【 図 ８ 】
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